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 Selon le dernier rapport publié conjointement par l'Institut de veille sanitaire (inVS) et 
l'Institut National du Cancer (INCa) (Binder-Foucard et al., 2013), le nombre de nouveaux cas 
de cancers a considérablement augmenté entre 1980 et 2012 chez l’homme (+107,6 %) 
comme chez la femme (+111,4 %). Cependant, depuis 2005, les tendances de la mortalité 
liées aux cancers ont évolué avec une diminution chez l'homme et une stabilisation chez la 
femme. Ces résultats témoignent de l'amélioration à la fois des techniques de diagnostic qui 
permettent un dépistage plus précoce des tumeurs et des traitements qui permettent une 
augmentation de la durée de vie des patients avec une amélioration de sa qualité. Ces avancés 
constituent un espoir et un encouragement pour poursuivre les efforts afin de développer de 
nouvelles techniques plus sélectives et plus efficaces. 
 L'enjeu majeur lors du développement des traitements anticancéreux est la distinction 
entre les tissus tumoraux et les tissus sains. Ainsi, plusieurs stratégies de thérapie ciblée ont 
été développées en cancérologie. Ces thérapies visent les cellules cancéreuses en agissant sur 
des récepteurs et en bloquant le fonctionnement d’une ou plusieurs molécules dans les 
cellules. Bien qu'une amélioration de la spécificité de ces traitements ait été réalisée au cours 
des dernières années, celle-ci reste dans la majorité des cas insatisfaisante et induit une 
multitude d'effets secondaires extrêmement lourds pour les patients (Lammers et al., 2012). 
 Le microenvironnement qui entoure les cellules tumorales présente plusieurs 
particularités qui le différencie du microenvironnement des cellules saines (Witz & Levy-
Nissenbaum, 2006). En effet, l'absence ou la mauvaise vascularisation des tumeurs, les 
placent généralement dans un état de stress hypoxique dû à une faible concentration en 
oxygène (Brahimi-Horn et al., 2007; Folkman, 1971) et dans des conditions légèrement acides 
dues à la forte concentration en dioxyde de carbone et en métabolites tels que l'acide lactique 
(Smallbone et al., 2005). Ces conditions hostiles induisent des modifications au niveau du 
comportement des cellules tumorales et de celles qui les entourent. De ce fait, certaines 
molécules, notamment des enzymes, sont surexprimées et/ou hypersécrétées dans le milieu 
extracellulaire. En effet, plusieurs hydrolases sont décrites dans la littérature comme étant 
présentes à des quantités anormalement élevées dans le microenvironnement tumoral. 
Certaines de ces hydrolases sont utilisées comme marqueurs de pronostic dans certains types 
de cancers (Harbeck et al., 2014). De plus, ces hydrolases, qui peuvent être des protéases ou 
des glycosidases, jouent souvent des rôles cruciaux dans le déclenchement de certains 
processus de la progression tumorale (Barash et al., 2010; DeClerck, 2000). 
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 La cathepsine D, qui est une aspartyl-protéase lysosomale, joue plusieurs rôles 
physiologiques importants et vitaux (Benes et al., 2008). Cependant, la surexpression de cette 
enzyme a été décrite dans certaines pathologies comme par exemple dans le cas de cancers du 
sein (Westley & May, 1996). Cette protéase semble participer à plusieurs étapes du processus 
tumoral et a été utilisée comme marqueur pronostic associé à un risque élevé de métastase 
(Fitzgibbons et al., 2000). Il a été montré que la forme pro-cathepsine D, qui peut être active 
dans certaines conditions, était anormalement secrétée dans le milieu extracellulaire des 
cellules de lignées tumorales mammaires (Vignon et al., 1986). 
 L'héparanase est une endo-β-D-glucuronidase qui hydrolyse l'héparane sulfate en un 
nombre limité de sites (Höök et al., 1975). L'héparane sulfate est un glycosaminoglycane qui 
participe à la cohésion dans la matrice extracellulaire des tissus conjonctifs et des membranes 
basales. Ce polysaccharide sulfaté interagit avec de nombreuses molécules de signalisation 
solubles comme le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) (Bernfield et al., 
1999). Par le clivage des chaines latérales d'héparane sulfate, l'héparanase participe d'une part 
au remodelage de la matrice extracellulaire et d'autre part, au contrôle de la disponibilité des 
molécules de signalisation (Barash et al., 2010). Ainsi, l'héparanase intervient dans de 
nombreux processus physiologiques comme la réparation tissulaire, et pathologiques comme 
l'inflammation et la progression tumorale, notamment lors du phénomène de vascularisation 
des tumeurs ou angiogenèse (Parish et al., 2001). Cette enzyme suscite donc de plus en plus 
d'intérêt dans le domaine de la cancérologie et son inhibition est considérée comme l'une des 
stratégies anti-angiogéniques les plus prometteuses (Pisano et al., 2014). 
 Le développement d'outils « intelligents » qui réagissent d'une manière spécifique aux 
enzymes hypersécrétées au niveau du microenvironnement tumoral est une piste qui 
permettrait un ciblage plus fin et plus précis de la zone tumorale. D'autre part, les progrès en 
nano-médecine et en imagerie moléculaire in vivo rendent la conception de tels outils 
réalisable (Razgulin et al., 2011). 
 C’est dans ce nouveau champ de recherche que s’inscrit le projet de thèse qui est 
soutenu par le Comité Départemental de la Charente-Maritime de la Ligue Contre le Cancer. 
Ce projet vise à concevoir un objet moléculaire sensible à l’action de la cathepsine D, une 
protéase hypersécrétée dans le microenvironnement tumoral des tumeurs mammaires. Cet 
objet moléculaire, activable d'une manière spécifique dans la zone tumorale, pourrait être 
utilisé à des fins de diagnostic par son couplage à des molécules fluorescentes et/ou à des fins 
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thérapeutiques par la libération ciblée de principes actifs anti-tumoraux. Dans ce projet, 
l'inhibition de l'héparanase a été choisie comme stratégie thérapeutique. 
 La présentation de ces travaux s'articulera de la manière suivante: 
 Dans une étude bibliographique, nous décrirons d'abord le microenvironnement des 
tumeurs et ses principales caractéristiques cellulaires, moléculaires et physicochimiques. Nous 
présenterons par la suite un état de l'art sur les stratégies de ciblage des tumeurs avant de 
décrire la cathepsine D et l'héparanase, qui sont les deux hydrolases que ciblera l'objet 
moléculaire à concevoir. 
 A la suite de cette étude bibliographique, les objectifs de ces travaux de thèse seront 
exposés et les principaux résultats de nos travaux seront déclinés en dossier de publications 
acceptées ou en préparation. Ce dossier de publications est découpé en deux volets comme 
suit: 
· Un premier volet (Partie A) concerne la conception de liens peptidiques sensibles à la 
cathepsine D active dans les conditions du microenvironnement tumoral. Il regroupe 
deux publications, l'une publiée en novembre 2013 dans le journal "Biochimie" (Partie 
A-1) et l'autre prête à soumettre dans le journal "Molecular Cancer Research" (Partie 
A-2). 
Le premier article décrit l'étude de l'activité et de la spécificité de la cathepsine D dans 
les conditions acides du microenvironnement tumoral en vue du développement d'un 
nouveau substrat peptidique utilisable pour le diagnostic et la thérapie simultanés du 
cancer. Le deuxième article s'intéresse à la compréhension de l'effet de certains 
facteurs, particulièrement l'hypoxie et l'acidification du microenvironnement, sur la 
sécrétion des formes actives de la cathepsine D par les cellules de la lignée tumorale 
mammaire (MCF-7). 
 
· Le second volet (Partie B) concerne l'élaboration d'oligosaccharides bioactifs pour le 
traitement des tumeurs. Ce volet se décline également en deux parties. La première 
(Partie B-1) regroupe les résultats d'un troisième article publié en avril 2013 dans le 
journal "Carbohydrate polymers". Il introduit la mise au point d'une technique 
physicochimique innovante pour l'élaboration d'héparines de bas poids moléculaire 
ayant une activité anticoagulante. La deuxième partie (Partie B-2) présente une étude 
complémentaire visant à l'application d'une nouvelle technique de dépolymérisation 
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pour l'élaboration d'héparines de bas poids moléculaires ayant une activité anti-
héparanase. 
 
 Enfin, ces travaux seront discutés dans le contexte global du projet de conception de 
l'objet moléculaire dans lequel s'intègre la thèse, et les perspectives envisagées énoncées pour 
la suite du projet. 
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PARTIE 1: Le microenvironnement tumoral 
 
 Les tumeurs sont un ensemble de maladies qui résultent d'un dysfonctionnement au 
niveau de certaines cellules de l'organisme qui se multiplient et prolifèrent d'une manière 
anarchique en échappant au contrôle du tissu dans lequel elles sont situées. Le tissu tumoral 
anormalement formé possède des caractéristiques différentes de celles des tissus sains 
(Hanahan & Weinberg, 2000). 
 Le concept de microenvironnement tumoral a été introduit par la théorie graine-sol 
(seed and soil) suggérée par le chirurgien anglais, Stephen Paget (1855-1926). Cette théorie, 
qui a été proposée pour expliquer la dissémination des cellules tumorales dans l'organisme, 
attribue un rôle important au microenvironnement (le sol) dans lequel se trouve la cellule 
cancéreuse (la graine) (Paget, 1889). Depuis cette théorie, le concept de microenvironnement 
tumoral a pris de plus en plus d'importance dans le domaine de la cancérologie. Cet intérêt a 
permis la compréhension de plusieurs aspects de la progression tumorale et le développement 
de nouvelles thérapies ciblant le microenvironnement tumoral. 
 Le microenvironnement tumoral (Figure 1) est défini comme étant les composantes 
cellulaires, les composantes moléculaires et les contraintes mécaniques qui entourent les 
cellules tumorales et qui interagissent avec celles-ci (Swartz et al., 2012). 
 La composante cellulaire du microenvironnement tumoral comporte des cellules 
tumorales, des cellules fibroblastiques, des cellules du système immunitaire et des cellules 
vasculaires. Outre le comportement anormal des cellules tumorales, les cellules non-tumorales 
avoisinantes présentent des morphologies et des fonctionnements différents de ceux qu'elles 
auraient eus dans un tissu sain. 
 Ces changements cellulaires impliquent une modification de la composition 
moléculaire du milieu extracellulaire. 
 Le milieu extracellulaire comporte la matrice extracellulaire (ECM, Extracellular 
Matrix) qui consiste en un réseau tridimensionnel de macromolécules insolubles. Au sein de 
ce maillage, baignent des molécules solubles telles que des enzymes et des médiateurs 
solubles de la communication cellulaires (Witz & Levy-Nissenbaum, 2006). 
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 Le microenvironnement tumoral est un milieu complexe qui évolue d'une manière 
permanente lors de la progression tumorale (Witz & Levy-Nissenbaum, 2006). 
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Figure 1: Le microenvironnement tumoral (Inspiré de Quail & Joyce, 2013)  
 
1. La composante cellulaire du microenvironnement tumoral 
 
1.1. Les cellules tumorales 
 
 Les cellules tumorales sont des cellules ayant subi des altérations permanentes au 
niveau de leur information génétique. Les lésions au niveau de l'ADN peuvent survenir sous 
l'effet d'une exposition à des agents génotoxiques qui peuvent être d'origine endogène comme 
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des métabolites (Bont & Larebeke, 2004) ou exogène comme des substances chimiques 
(Nymark et al., 2009) , des virus (White & Khalili, 2004) ou des radiations (Kim and Lee, 
2003). Ces lésions rendent la cellule potentiellement tumorale lorsqu'elles touchent des proto-
oncogènes ou bien des gènes suppresseurs de tumeurs. Les proto-oncogènes sont définis 
comme étant des gènes dont la mutation induit un gain de fonction (Kim et al., 2003) 
contrairement aux gènes suppresseurs de tumeurs dont la mutation induit une perte de 
fonction (Macleod, 2000). D'autre part, des altérations peuvent survenir au niveau des gènes 
du système de réparation de l'ADN (Heinen et al., 2002), ce qui est à l'origine d'une forte 
instabilité génétique qui caractérise les cellules tumorales et qui entraine une accumulation 
des altérations au niveau de l'information génétique. 
 Plusieurs altérations génétiques sont à l'origine de l'acquisition par les cellules 
tumorales de nouvelles caractéristiques phénotypiques (Figure 2). 
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signaux antiprolifératifs
Résistance à la mort cellulaire
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cellules immunitaires 
Promotion de l’inflammation 
tumorale
Capacité d’invasion et de 
métastase.
Instabilité génomique
Dérégulation des métabolismes 
énergétiques
 
Figure 2: Les caractéristiques des cellules tumorales dans leur microenvironnement (D'après 
Hanahan & Weinberg, 2011) 
  
- Les cellules tumorales sont généralement capables de se multiplier d'une manière 
illimitée suite à l'activation des télomèrases, enzymes qui permettent de conserver la longueur 
des chromosomes dont l'extrémité se raccourcit (Shay et al., 2001). La prolifération des 
cellules tumorales peut se faire sans l'intervention des signaux de prolifération et en échappant 
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à l'effet inhibiteur des signaux antiprolifératifs (Hanahan & Weinberg, 2000). Les cellules 
tumorales peuvent résister à la mort cellulaire par l'apoptose (Hersey & Zhang, 2003) et 
échapper à la destruction par les cellules du système immunitaire. 
 
- Les cellules tumorales ont la capacité de promouvoir l'inflammation dans le 
microenvironnement tumoral (Coussens & Werb, 2002) et de recruter les cellules du système 
immunitaire en faveur du développement de la tumeur (Cavallo et al., 2011). 
 
- Les cellules tumorales se caractérisent par une grande motilité et possèdent la capacité 
d'envahir les tissus environnants. Ceci passe par la perturbation des mécanismes d'adhésion 
cellulaire (Lafrenie et al., 2007). La désactivation ou la diminution de l'expression de 
certaines molécules d'adhésion ont été décrites dans plusieurs tumeurs (Hirohashi & Kanai, 
2003). Les cellules cancéreuses d'origine épithéliale peuvent se dédifférencier et acquérir un 
phénotype cellulaire mésenchymateux plus mobile. Ce phénomène est désigné par la 
transition épithélio-mésenchymateuse (Micalizzi et al., 2010). 
 
- L'invasivité des cellules cancéreuses leur permet de se disséminer dans l'organisme à 
travers la circulation sanguine ou lymphatique et d'envahir les tissus d'organes distants pour 
former des tumeurs secondaires (Nicolson, 1988). Ce phénomène, qui est appelé métastase, 
est considéré comme l'une des plus graves complications chez les patients atteints d'un cancer 
(Sugarbaker, 1979). 
 
- Les cellules tumorales se caractérisent par une dérégulation de leur métabolisme 
énergétique. Contrairement aux cellules normales qui génèrent de l'énergie à partir de glucose 
d'une manière dépendante de la concentration d'oxygène (par respiration en présence 
d'oxygène ou par fermentation en absence d'oxygène), les cellules tumorales en prolifération 
utilisent la glycolyse aérobie en métabolisant préférentiellement le glucose en lactate d'une 
manière indépendante de la disponibilité en oxygène. Ce phénomène est appelé l'effet 
Warburg (Puyraimond-Zemmour & Vignot, 2013; Warburg et al., 1924). 
 
- Les cellules tumorales peuvent avoir la capacité de déclencher l'angiogenèse sous 
certaines conditions. Par exemple, dans des conditions de stress hypoxique, qui consiste en un 
manque en oxygène et en nutriments au niveau de la masse tumorale (cf. Partie 1.3.1), les 
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cellules tumorales produisent des molécules qui déclenchent la vascularisation de la tumeur. 
Ce phénomène est désigné par l'angiogenèse et permet la formation de nouveaux capillaires 
sanguins dans la masse tumorale à partir des capillaires préexistants au voisinage de la 
tumeur. Les capillaires formés permettent de rétablir l'irrigation sanguine et d'apporter 
l'oxygène et les nutriments nécessaires au développement de la tumeur (Ribatti & Crivellato, 
2012). La lymphangiogenèse concerne la formation d'un nouveau réseau de capillaires 
lymphatiques qui permettent principalement le drainage des liquides depuis la zone tumorale 
en éliminant certains déchets et métabolites (Ji, 2014). 
Les réseaux de capillaires sanguins ou lymphatiques offrent aux cellules tumorales de 
nouvelles voies de communication avec des organes et des tissus distants. Certaines cellules 
cancéreuses sont stimulées par des hormones (Govindaraj et al., 2014) comme, par exemple, 
les œstrogènes pour des cellules du cancer mammaire (Wood et al., 2005). 
 
1.2. Les cellules fibroblastiques 
  
 Les cellules fibroblastiques sont des cellules fusiformes ou étoilées possédant de longs 
prolongements cytoplasmiques. Dans les conditions normales, elles sont présentes au niveau 
des tissus conjonctifs et sont dans un état de quiescence avec une activité très réduite. Les 
fibroblastes jouent un rôle important dans les processus de réparation tissulaire (Liu et al., 
2010; Provenzano et al., 2005) ou lors des réactions inflammatoires (Glaros et al., 2009). Elles 
synthétisent les macromolécules protéiques (Freundlich et al., 1986; Shevitz et al., 1986) et 
polysaccharidiques (Tiedemann et al., 1997) de la matrice extracellulaire de ce tissu et 
produisent de nombreuses autres molécules telles que les cytokines, les facteurs de croissance 
(Thomas, 1987) ou encore des enzymes (Räsänen & Vaheri, 2010). 
 
 Les fibroblastes associés au cancer (Bhowmick et al., 2004; Franco et al., 2010; 
Räsänen & Vaheri, 2010) isolés depuis des tumeurs présentent un phénotype différent de ceux 
isolés à partir des tissus normaux. Ces fibroblastes associés au cancer sont des fibroblastes 
activés en myofibroblastes qui expriment l'actine α du muscle lisse en réponse au stress 
mécanique au niveau des tissus tumoraux (Figure 3). Les fibroblastes associés au cancer se 
multiplient d'une manière plus rapide que les fibroblastes normaux et présentent une motilité 
accrue. Ils produisent souvent des quantités plus importantes de macromolécules, de facteurs 
de croissances et d'enzymes hydrolytiques (Eck et al., 2009). 
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Dans plusieurs cas, les cellules fibroblastiques associées au cancer expriment des molécules 
non-exprimées par les fibroblastes normaux (Madar et al., 2013). 
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Figure 3: Activation des fibroblastes dans le microenvironnement tumoral (Inspiré de 
Räsänen & Vaheri, 2010) 
 
 Les fibroblastes associés au cancer ont une fonction primordiale dans l'évolution de la 
tumeur et interagissent d'une manière dynamique avec les cellules tumorales en leur conférant 
un phénotype plus agressif (Weber & Kuo, 2012). 
1.3. Les cellules immunitaires 
 
 Les cellules immunitaires interviennent dans le fonctionnement du système 
immunitaire. Elles sont localisées dans le sang (globules blancs) et dans les tissus conjonctifs 
où elles participent à la reconnaissance des antigènes et aux réactions inflammatoires (Charles 
A Janeway et al., 2001). 
 Les tumeurs sont souvent associées à des états inflammatoires chroniques à cause de la 
présence d'un nombre important de cellules immunitaires au niveau du site de la tumeur 
(MacDonald, 2011). Les cellules immunitaires peuvent avoir un rôle anti-tumoral ou pro-
tumoral (Figure 4). 
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Figure 4: Réponses immunitaires dans le microenvironnement tumoral (Inspiré de Elgert et 
al., 1998) 
 
 Le rôle anti-tumoral (Jinushi, 2013) peut se manifester par la reconnaissance et la 
destruction des cellules tumorales qui expriment des antigènes tumoraux spécifiques ou des 
déterminants moléculaires induits par le stress (Ullrich et al., 2008).  
 Les cellules immunitaires qui infiltrent le site de la tumeur peuvent avoir un rôle pro-
tumoral. Un nombre important d'études montrent que l'augmentation du nombre de cellules 
immunitaires qui infiltrent la tumeur est favorable à la progression et l'invasion tumorale, 
mais l'origine de cet effet reste encore mal expliqué (Man et al., 2013). 
 Parmi les hypothèses de la littérature, c'est celle qui implique l'intervention des 
macrophages associés aux tumeurs qui est la plus décrite. Le fonctionnement de ces 
macrophages, qui sont attirés dans la tumeur, est influencé par les molécules secrétées par les 
cellules tumorales comme, par exemple, certaines interleukines ou le facteur de nécrose 
tumorale (Alleva et al., 1994). Ces macrophages libèrent, à leur tour, dans la zone de la 
tumeur des facteurs chimiotactiques qui augmentent l'invasivité des cellules tumorales et leur 
capacité métastatique (Chen et al., 2011; Wang et al., 2011). 
 Les macrophages associés aux tumeurs produisent aussi des facteurs de croissance tels 
que le facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor, EGF) ou le facteur de 
croissance endothéliale (Vascular endothelial growth factor, VEGF) qui jouent un rôle 
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principal lors de l'angiogenèse (Coffelt et al., 2009) et de la lymphangiogenèse (Ding, 2012). 
Les macrophages associés aux tumeurs contribuent également au remodelage de la matrice 
extracellulaire grâce aux enzymes hydrolytiques (Protéases et Glycosidases) mais aussi par la 
régulation de la fibrillogenèse du collagène (Pollard, 2008). Enfin, les macrophages associés 
aux tumeurs participent à l'inhibition de la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T 
(Elgert et al., 1998). 
  
1.4. Les cellules vasculaires 
 
 Les cellules vasculaires sont des cellules endothéliales qui forment les capillaires 
sanguins ou lymphatiques ainsi que l'endothélium au niveau des veines et des artères. Ces 
cellules endothéliales se multiplient depuis un capillaire préexistant et s'infiltrent dans le 
microenvironnement tumoral lors de l'angiogenèse pour former un nouveau réseau de 
capillaires au niveau de la tumeur.  
 Cependant, les cellules endothéliales qui forment les capillaires des tumeurs présentent 
des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles différentes des cellules endothéliales 
normales. Les cellules endothéliales du microenvironnement tumoral présentent souvent des 
altérations au niveau de leur prolifération, de leur migration ou de leurs interactions cellule-
cellule ou cellules-matrice extracellulaire (Dutour & Rigaud, 2005). 
 Elles surexpriment généralement des molécules au niveau de leur surface cellulaire 
comme, par exemple, le récepteur du VEGF (VEGF-R) (Terman & Dougher-Vermazen, 
1996) mais aussi des facteurs de croissance, notamment le VEGF, qui soutiennent leur propre 
multiplication par voie autocrine. 
 Elles hyper-secrètent des enzymes hydrolytiques de type glycosidase telle que 
l'héparanase qui est une enzyme clé dans la progression tumorale (cf. Partie 2.2) et de type 
protéase comme l'urokinase (Urokinase plasminogen activator, uPA) (cf. Partie 1.2) 
(Behrendt, 2004). 
Ces cellules endothéliales surexpriment certaines intégrines comme par exemple αvβ3 
et αvβ5 (Erdreich-Epstein et al., 2000) qui sont des protéines transmembranaires jouant le rôle 
de récepteurs d'adhésion cellulaire. 
Finalement, ces cellules endothéliales exposent les phospholipides anioniques de leur 
membrane plasmique, comme la phosphatidylsérine et la phosphatidylethanolamine, vers 
l'extérieur contrairement au cellules normales dans lesquelles ils sont orientés vers l'intérieur 
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de la cellule (Ran et al., 2002; Stafford & Thorpe, 2011). Ces composés phospholipidiques 
anioniques sont à l'origine d'une augmentation des charges négatives au niveau du 
microenvironnement tumoral. Cette particularité phénotypique semble être spécifique aux 
cellules endothéliales des microenvironnements tumoraux (Ran et al., 2002). 
 
1.5. Interactions entre les cellules du microenvironnement tumoral 
 
 Les cellules du microenvironnement interagissent entre-elles d'une manière dynamique 
pour contribuer à la progression tumorale (Figure 5). 
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Figure 5: Principales interactions entre les cellules du microenvironnement lors de la 
progression tumorale (Adapté de Hanahan & Weinberg, 2011) 
 
Le microenvironnement tumoral joue un rôle décisif dans l'évolution de la tumeur. Les 
cellules ayant acquis des capacités de multiplication et de prolifération ne pourront se 
développer que si elles envoient au microenvironnement des signaux qui enclenchent sa 
modification en faveur du développement du cancer. 
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Cette signalisation implique un grand nombre de molécules qui sont sécrétées dans le 
milieu liquide extérieur entre les maillages de la matrice extracellulaire. Cette dernière joue 
un rôle très important dans la progression tumorale en régulant la disponibilité des molécules 
de signalisation solubles. 
2. La composante moléculaire du microenvironnement tumoral 
 
 La composante moléculaire du microenvironnement tumoral comporte la matrice 
extracellulaire (composante insoluble) et les molécules solubles dans le liquide interstitiel.  
2.1. La matrice extracellulaire 
 
 La matrice extracellulaire forme le réseau tridimensionnel de macromolécules 
organisées autour des cellules (Figure 6). 
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Figure 6: La matrice extracellulaire observée par microscopie électronique(A) (Nishida et al., 
1988). Les principaux composants de la matrice extracellulaire (B). 
 
Etude bibliographique: Partie 1 
32 
 
 La matrice extracellulaire est abondante dans les tissus conjonctifs et extrêmement 
réduite dans les tissus épithéliaux. Les macromolécules de la matrice extracellulaire sont de 
nature protéique et polysaccharidique. 
2.1.1. Les protéines de la matrice extracellulaire 
  
 La composante protéique de la matrice extracellulaire comporte des protéines non-
glycosylées comme l'élastine et des glycoprotéines comme le collagène, la fibronectine, la 
laminine et les protéoglycanes. 
- L'élastine 
 
 L'élastine est une protéine fibreuse structurale de la matrice extracellulaire. Elle est 
secrétée par les fibroblastes sous forme de pro-élastine qui subit une maturation pour donner 
la tropoélastine. Il existe plusieurs isoformes de tropoélastines (Debelle & Alix, 1999). Les 
molécules de tropoélastine s'associent par des liaisons covalentes pour former un réseau au 
sein des tissus conjonctifs en lui conférant des propriétés élastiques (He et al., 2013). Les 
cellules tumorales interagissent avec l'élastine de la matrice extracellulaire par des récepteurs 
spécifiques (EBP, Elastin-Binding Proteins), ce qui semble contribuer à leur phénotype 
métastatique (Lapis & Tı́már, 2002). 
 
- Le collagène 
  
 Les collagènes sont une famille de glycoprotéines structurales fibreuses synthétisées 
par les fibroblastes (cf. Partie 1.1.2). Une unité de collagène est composée de trois chaînes 
polypeptidiques appelées chaînes α, contenant chacune environ 1000 résidus d’acides aminés 
caractérisées par la répétition d’une séquence peptidique (Glycine-X-Y). Le collagène joue 
principalement un rôle structural et confère au tissu conjonctif une résistance à la tension 
(Gelse et al., 2003).  
 Certains types de collagène comme le collagène de type I (Zou et al., 2013) ou le 
collagène de type IV (Öhlund et al., 2009) sont retrouvés en des quantités anormalement 
élevées dans les tumeurs. 
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- La fibronectine 
  
 La fibronectine est une glycoprotéine synthétisée par les cellules endothéliales et les 
fibroblastes. Elle est constituée de deux monomères reliés par deux ponts disulfures à leur 
extrémité C-terminale. Les molécules de fibronectine forment des agrégats fibrillaires et 
participent à l'organisation et la structuration de l'ECM en favorisant l'adhérence et 
l'agencement des macromolécules matricielles (Ruoslahti, 1981).  
 La fibronectine joue un rôle clé dans les processus d’adhésion et de migration 
cellulaire par sa fixation aux intégrines via les séquences RGD (Arginine, Glycine, Acide 
Aspartique) (Johansson et al., 1997; Ruoslahti, 1988). Par ces mécanismes, la fibronectine 
semble intervenir lors du processus tumoral (Akiyama et al., 1995). 
 
- La laminine  
 
 Les laminines sont des glycoprotéines constituées de 3 chaînes (α, β, γ) et se 
présentent sous plusieurs isoformes. La laminine-1, également appelé EHS-Laminine est un 
composé majeur de la membrane basale avec le collagène de type IV. Les autres isoformes de 
la laminine sont réparties d'une manière spécifique dans les différents tissus conjonctifs en 
fonction de l'organe auquel elles appartiennent (Aumailley, 2012). 
 Les laminines participent à une multitude de processus biologiques, mais aussi, à la 
progression tumorale notamment grâce à l'induction de la production d'enzymes 
protéolytiques par les cellules tumorales (Givant-Horwitz et al., 2004). 
 
- Les protéoglycanes 
 
 Les protéoglycanes sont constitués d'un noyau protéique auquel sont associés des 
chaines latérales de polysaccharides sulfatés (Figure 7) appartenant à la famille des 
glycosaminoglycanes (cf. Partie 1.2.1.2). Les protéoglycanes peuvent être classés en fonction 
de leur localisation et peuvent être (i) libres dans la matrice extracellulaire comme les 
aggrécanes ou les SLRP (Small leucine-rich proteoglycan), (ii) liés à la membrane cellulaire 
comme les syndécanes ou les glypicanes ou bien (iii) dans le milieu intracellulaire au niveau 
des granules sécrétoires cytoplasmiques comme la serglycine (Esko et al., 2009). 
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Figure 7: Structure des protéoglycanes (Esko et al., 2009) 
 
2.1.2. Les polysaccharides de la matrice extracellulaire 
 
 Les polysaccharides de la matrice extracellulaire appartiennent à la famille des 
glycosaminoglycanes qui sont des hétéro-polysaccharides linéaires constitués d’unités 
disaccharidiques répétitives. Ce motif disaccharidique est généralement composé d’une 
hexosamine et d'un acide uronique à l'exception du kératane sulfate (KS) dont le motif 
disaccharidique renferme un résidu de galactose à la place de l'acide uronique. Les chaînes 
des glycosaminoglycanes ont des longueurs variables et peuvent présenter des modifications 
structurales telles que des N-acétylations, des N- ou O-sulfatations et des épimérisations 
(Esko et al., 2009). 
 Il existe 5 types de glycosaminoglycanes qui différent principalement au niveau de la 
composition de leurs unités disaccharidiques: 
 
- L’acide hyaluronique possède une unité disaccharidique répétitive constituée d'un 
acide glucuronique (GlcA) attaché à une N-Acétylglucosamine (GalNAc) par une liaison de 
type β-1,3. Ces unités disaccharidiques s'enchainent par des liaisons de type β-1,4. L'AH n'est 
pas sulfaté (Figure 8). 
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Figure 8: Structure chimique de l'acide hyaluronique 
 
L'acide hyaluronique joue un rôle structural dans les tissus conjonctifs et participe à des 
processus biologiques comme la réparation tissulaire (Chen & Abatangelo, 1999; Jiang et al., 
2007), l'inflammation (Termeer et al., 2003) et l'angiogenèse (Slevin et al., 2007). 
 
- Les kératanes sulfates ont une unité disaccharidique composée d’un galactose (Gal) lié 
à une N-Acétylglucosamine (GlcNAc) par une liaison de type β-1,4. Ces unités 
disaccharidiques s'enchainent par des liaisons de type β-1,3 (Figure 9). 
 
 
Figure 9: Structure chimique des kératanes sulfates 
 
Les kératanes sulfates interviennent dans l'hydratation des tissus et dans certains 
phénomènes biologiques comme la motilité des cellules (Funderburgh, 2000). 
 
- Les chondroïtines sulfates ont une unité disaccharidique répétitive composée d’un 
GlcA attaché à une GalNAc par une liaison de type β-1,3. Ces unités disaccharidiques 
s'enchainent par des liaisons de type β-1,4. Les résidus GlcA peuvent être O-sulfatés en 
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position 2 et les résidus GalNAc peuvent être sulfatés en position 4 (CS de type A)  et/ou en 
position 6 (CS de type C) (Figure 10). 
 
 
Figure 10: Structure chimique des chondroïtines sulfates 
 
Les chondroïtines sulfates participent à plusieurs phénomènes physiologiques comme la 
plasticité neuronale et pathologiques comme lors des métastases (Mikami & Kitagawa, 2013). 
 
- Les dermatanes sulfates ont une unité disaccharidique répétitive composée d’un acide 
iduronique (IdoA) attaché à une GalNAc par une liaison de type α -1,3. Ces unités 
disaccharidiques s'enchainent par des liaisons de type β-1,4 (Figure 11). 
 
 
Figure 11: Structure chimique des dermatanes sulfates 
 
Les dermatanes sulfates interagissent avec des facteurs de croissance comme les FGF 
(Fibroblast growth factors), des cytokines et de chimiokines. Ils semblent participer ainsi à 
des processus biologiques comme la réaction inflammatoire, la cicatrisation et l'angiogenèse 
(Trowbridge & Gallo, 2002). 
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- Les héparanes sulfates et les héparines ont une unité disaccharidique composée d’une 
D-glucosamine (GlcN) liée par une liaison de type α-1,4 soit à un acide D-glucuronique 
(GlcA) soit un acide L-iduronique (IdoA). Ces unités disaccharidiques s'enchaînent par des 
liaisons de type β-1,4. Au cours de leur biosynthèse les héparines et les héparanes sulfates 
subissent des modifications au niveau de leurs chaines latérales. En effet, les résidus GlcN 
peuvent être N-acétylés, N-sulfatés, O-sulfatés en position 6 et d'une manière moins fréquente 
O-sulfatés en position 3. D'autre part, les résidus GlcA sont épimérisés en position 5 pour 
former l'IdoA. Ces deux acides uroniques peuvent être O-sulfatés en position 2 (Figure 12). 
 
 
Figure 12: Structure chimique des héparanes sulfates et des héparines 
 
 Bien qu'ils partagent une même unité disaccharidique, les héparines et l'héparane 
sulfate présentent des différences importantes au niveau des proportions des modifications de 
leur chaine latérale (Tableau 1). 
 
Tableau 1: Comparaison des caractéristiques structurales entre l'héparane sulfate et l'héparine 
(Esko et al., 2009) 
Caractéristique Héparane sulfate Héparine 
Poids moléculaire 10–70 kD 7–20 kD 
Rapport Sulfate/glucosamine 0,8–1,8 1,8–2,6 
Pourcentage de glucosamine N-
sulfatée (GlcNSO3) 
40–60% ≥80% 
Pourcentage d'acide iduronique 
(IdoA) 
30–50% ≥70% 
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 Les héparanes sulfates sont caractérisés par un poids généralement plus élevé que les 
héparines avec une plus grande variabilité allant de 10 jusqu'a 70 kD  tandis que le poids des 
héparines varie de 7 à 20 kD. De plus, les héparines se caractérisent par une sulfatation plus 
importante que l'HS avec un rapport sulfate/glucosamine plus élevé et un pourcentage de 
glucosamine sulfatée de plus de 80%. L'HP possède également un taux d'épimérisation plus 
important avec plus de 70% d'acide iduronique (Esko et al., 2009). 
 En raison de ces différences structurales, les héparines et les héparanes sulfates 
possèdent des propriétés et des fonctions différentes. Les groupements sulfates confèrent à ces 
glycosaminoglycanes des charges négatives à l'origine de leurs interactions avec d'autres 
macromolécules et des médiateurs solubles comme les facteurs de croissance (Rabenstein, 
2002). 
 Les héparanes sulfates sont synthétisés par tous les types de cellules alors que les 
héparines ne sont synthétisées que par les mastocytes (Sasisekharan & Venkataraman, 2000) 
qui font partie des cellules libres du système immunitaire et qui peuvent se trouver au niveau 
des tissus conjonctifs (Metcalfe et al., 1997). 
 Les héparines possèdent principalement une activité anticoagulante qui résulte de leur 
interaction avec l'antithrombine, une protéine qui intervient dans la cascade de la coagulation 
sanguine. Cette interaction est due à la présence d'une séquence pentasaccharidique qui se lie 
d'une manière spécifique à l'antithrombine (Carrell et al., 1995). 
 Contrairement aux héparines, la chaîne polysaccharidique des héparanes sulfates 
renferme une proportion extrêmement faible de cette séquence spécifique à l'antithrombine. 
 Les héparines sont liées exclusivement à la serglycine intracellulaire au niveau des 
granules sécrétoires cytoplasmiques des mastocytes alors que les héparanes sulfates peuvent 
être liés à différents types de protéoglycanes dans la matrice extracellulaire et au niveau de la 
membrane cellulaire.  
 Les héparanes sulfates sont liés aux protéoglycanes au niveau d'une sérine par 
l'intermédiaire d'un résidu de xylose qui est séparé de la chaine de glycosaminoglycanes par 
deux résidus galactoses. Les N-sulfatations des glucosamines sont réparties d'une manière 
hétérogène au niveau de la chaine saccharidique formant trois principaux domaines (Figure 
13) : 
- Un domaine où les glucosamines sont N-acétylées. Ce domaine est situé du 
coté du noyau protéique et n'est quasiment pas sulfaté. 
- Un  domaine où les glucosamines peuvent être  N-acétylées ou  N-sulfatées 
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- Un  domaine où les glucosamines sont toutes N-sulfatées. 
 
Figure 13: Organisation d'une chaine d'héparane sulfate (Esko et al., 2009) 
 
 Les domaines sulfatés sont fortement chargés négativement, ce qui leur confère une 
capacité d'interaction avec une multitude de molécules notamment certains médiateurs 
solubles comme les facteurs de croissance. Ces médiateurs solubles sont emprisonnés entre 
les chaines latérales des glycosaminoglycanes régulant ainsi leur disponibilité et leurs 
activités. Les glycosaminoglycanes sont capables de moduler la transduction du signal 
associée à plusieurs processus physiologiques. 
 
2.2. Les molécules solubles du microenvironnement tumoral 
 
 Au sein du maillage protéique et polysaccharidique insoluble de la matrice 
extracellulaire se trouvent des molécules solubles. 
 Les enzymes de la matrice extracellulaire jouent un rôle important dans le remodelage 
de la matrice associé à plusieurs processus physiologiques et pathologiques. En effet, la 
dégradation de la composante protéique par des protéases et de la composante 
polysaccharidique par des glycosidases permet la prolifération, la migration et la 
différentiation cellulaire lors de phénomènes comme la croissance et le développement des 
Site ayant une forte 
affinité pour des 
molécules de 
signalisation comme  
les facteurs de 
croissance (FGF, 
VEGF…)
Domaine N-sulfaté et N-acétylé Domaine N-acétyléDomaine N-sulfaté
Noyau 
protéique du 
protéoglycane
Séquence spécifique de fixation à 
l’antithrombine III
N-Acétylglucosamine (GlcNAc)
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Acide iduronique (IduA)
Galactose (Gal)
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organes ou encore lors de la cicatrisation et de la réparation tissulaire (Moali & Hulmes, 
2009). 
2.2.1. Les protéases de la matrice extracellulaire 
 
 Les protéases de la matrice extracellulaire ont la capacité de dégrader les protéines 
matricielles. Elles participent à plusieurs phénomènes physiologiques et pathologiques 
comme la cicatrisation, l'inflammation ou encore les cancers. Les protéases matricielles 
peuvent être localisées sur la surface des cellules grâce à des interactions spécifiques avec des 
protéines membranaires (Moali & Hulmes, 2009). Elles peuvent appartenir à la famille des 
sérine-protéases (Heutinck et al., 2010; O’Brien & O’Connor, 2008), des aspartyl-protéases 
(Benes et al., 2008), des cystéine-protéases (Chapman et al., 1997) ou à la famille des 
métalloprotéases matricielles (MMP) (Rydlova et al., 2008) (Tableau 2). 
 
Tableau 2: Liste non-exhaustive des principales protéases pouvant agir au niveau de la 
matrice extracellulaire lors de la progression tumorale 
 
Protéase Substrat Références 
bibliographiques 
 
Sérine-protéases 
Urokinase  Plasminogène 
Activation de la MMP-2 
Fibronectine 
 
(Stepanova &Tkachuk, 2002) 
Seprase  Collagènes dénaturés (gélatine) (O’Brien & O’Connor, 2008) 
 
Cystéine protéase 
Cathepsine B  Collagènes de types II, IX et XI  et 
collagènes dénaturés (gélatine)  
 
(Gondi & Rao, 2013; Roshy 
et al., 2003,Maciewicz et al., 
1990; Cardozo et al., 1992; 
Creemers et al., 1998; 
Yamamoto et al., 1992; 
Barros et al., 2004) 
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Cathepsine L  Collagènes de types II, IX et XI  et 
collagènes  dénaturés  (gélatine)  
(Leto et al., 2011; 
Maciewicz et al., 1990) 
 
Aspartyl-protéase 
Cathepsine D  collagènes  dénaturés  (gélatine)  
Plusieurs zymogènes  
(Benes et al., 2008; 
Scott & Pearson, 1978) 
 
Métalloprotéases matricielles (MMP)  
Collagénase interstitielle 
(MMP-1) 
Collagènes  fibrillaires de type I, II, 
III et VII. 
(Chantrain & DeClerck, 
2002; Farina & Mackay, 
2014; Said et al., 2014; 
Thompson et al., 1994) 
Collagénase neutrophile 
(MMP-8) 
Collagénase-3 (MMP-13) 
 
Stromélysine-1 (MMP-3) Plusieurs glycoprotéines et 
protéoglycanes. Stromélysine-2 (MMP-10) 
Stromélysine-3 (MMP-11) 
 
Gélatinase-A (MMP-2) Collagènes dénaturés  (gélatine)  et 
collagènes de type IV et V de la 
membrane basale. 
 
Gélatinase-B (MMP-9) 
Matrilysine1 (MMP-7) Fibronectine et collagène dénaturé 
par les collagénase (gélatine) 
 
Matrilysine-2 (MMP-26) 
Métallo-élastase (MMP-12) Elastine 
 
 Dans des conditions non pathologiques, certaines de ces protéases, comme les 
cathepsines, sont retrouvées uniquement dans des compartiments intracellulaires. Cependant, 
ces enzymes sont, souvent, retrouvées à des concentrations élevées dans le milieu 
extracellulaire et sont associées à différents états pathologiques notamment les cancers (Gondi 
& Rao, 2013; Zaidi et al., 2008). 
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2.2.2. Les glycosidases de la matrice extracellulaire 
 
 Les glycosidases de la matrice extracellulaire ont la capacité de dégrader les 
polysaccharides matriciels qui sont principalement des glycosaminoglycanes (cf. Partie 
1.2.1.2). La plupart de ces hydrolases sont normalement intracellulaires ce qui implique 
d'abord l'internalisation des glycosaminoglycanes dans un endosome où se déroule une 
première dépolymérisation endolytique qui aboutit à des oligosaccharides. La dégradation se 
poursuit après la fusion avec un lysosome qui est un compartiment plus acide (Barzu et al., 
1987; Freeman & Hopwood, 1992). A ce niveau, les glycosaminoglycanes subissent une 
désulfatation enzymatique et une dépolymérisation exolytique pour former des 
monosaccharides. Le tableau 3 présente les glycosidases qui interviennent lors du 
métabolisme des glycosaminoglycanes chez les animaux. 
Tableau 3: Dégradation enzymatique des glycosaminoglycanes dans le métabolisme des 
animaux (Ernst et al., 1995). 
Etape de dégradation Enzyme Substrat 
Etapes initiales dans 
l'endosome 
Héparanase Héparane sulfate 
Héparine  
 
Hyaluronidase Acide hyaluronique 
Chondroïtine sulfate 
Dermatane sulfate 
 
endo-β-D-galactosidase Kératane sulfate 
Etapes suivantes dans le 
lysosome 
β-glucuronidase Héparane sulfate 
Chondroïtine sulfate 
 
 α-L-iduronidase Héparane sulfate 
Héparine 
Dermatane sulfate 
 
 β-galactosidase Kératane sulfate 
 
 β-N-acétylhexosaminidase Acide hyaluronique 
Kératane sulfate 
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Chondroïtine sulfate 
Dermatane sulfate 
 
 α-N-acétylglucosaminidase Héparane sulfate 
Héparine 
 
 Bien que ces glycosidases soient principalement intracellulaires, certaines, comme 
l'héparanase et les hyaluronidases, sont sécrétées dans le milieu extracellulaire dans des 
conditions déterminées. 
 L'héparanase (cf. Partie 2.2) est une endo-β-D-glucuronidase qui dégrade l'héparane 
sulfate de la matrice extracellulaire (Bame, 2001). Dans les conditions normales, cette enzyme 
est trouvée dans certains types de cellules notamment les plaquettes et les cellules activées du 
système immunitaire. Ces cellules peuvent la sécréter dans le milieu extracellulaire, lors d'un 
processus nécessitant l'invasion d'un tissu comme le processus inflammatoire, pour dégrader 
l'héparane sulfate de la matrice extracellulaire (Parish et al., 2001). 
 Chez l'homme, les hyaluronidases sont des hydrolases qui dégradent l'acide 
hyaluronique (El-Safory et al., 2010). Ces enzymes ont également une activité limitée sur les 
chondroïtines sulfates et les dermatanes sulfates. Il existe trois hyaluronidases (Hyal1, Hyal2 
et hPH-20) caractérisées par des activités enzymatiques différentes (Girish & Kemparaju, 
2007). 
 La Hyal1 est une enzyme lysosomale active à des pH acides (3 à 4) et clive l'acide 
hyaluronique de toutes les tailles en libérant de petits fragments qui sont majoritairement des 
trisaccharides. 
 La Hyal2 est une hyaluronidase qui est active à des pH allant de 4 à 7,4 et qui agit 
dans la matrice extracellulaire en clivant l'acide hyaluronique de haut poids moléculaire 
(jusqu'à 20 × 104 kDa) (Stern et al., 2006) pour donner des fragments d'environ 20 kDa. Ces 
deux enzymes peuvent fonctionner d'une manière indépendante mais également d'une manière 
coordonnée (Stern et al., 2007). 
 La hPH-20 (human PH-20 connue comme la hyaluronidase testiculaire) est active à 
des pH allant de 4 à 7,5. Elle est trouvée accrochée à la membrane des spermatozoïdes et joue 
un rôle fondamental lors de la fécondation en dégradant la matrice extracellulaire qui entoure 
l'ovule (Kaeßler et al., 2011; Martin-DeLeon, 2011). 
 Les microenvironnements tumoraux sont souvent caractérisés par une dégradation 
importante des acides hyaluroniques et la présence d'une quantité anormale de petits 
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fragments (Stern, 2008). Cette anomalie est attribuée à l'hypersécrétion de hyaluronidases 
dans le microenvironnement. Des hyaluronidases sont surexprimées dans certaines tumeurs 
notamment celles de la prostate (Lokeshwar et al., 1996; Madan et al., 1999a), celles du sein 
(Beech et al., 2002; Madan et al., 1999b) et du larynx (Godin et al., 2000). De plus, la 
surexpression de ces hyaluronidases a été corrélée avec l'agressivité, l'invasivité et le pouvoir 
métastatique de ces tumeurs. 
 Au delà du fait que la dégradation de l'acide hyaluronique de haut poids moléculaire 
dans la matrice extracellulaire facilite la migration des cellules du microenvironnement, les 
fragments d'acide hyaluronique de faible poids moléculaire ont plusieurs fonctions 
biologiques influençant la progression tumorale. En fonction de leurs tailles et du type de la 
tumeur, les acides hyaluroniques ont des activités biologiques différentes pouvant être pro- ou 
anti-tumorale (Stern, 2008; Stern et al., 2006). Les acides hyaluroniques jouent un rôle 
important dans la modulation de l'expression des glycoprotéines membranaires (CD44) 
présentes, entre autres, au niveau de la surface des cellules tumorales (Stern et al., 2001) et 
qui sont impliquées dans plusieurs étapes de la progression tumorale (Naor et al., 2002). 
 
3. Les propriétés physicochimiques du microenvironnement tumoral 
3.1. L'hypoxie et l'acidose 
 
 La prolifération des cellules tumorales est ralentie lorsque la tumeur atteint une 
certaine taille. Les concentrations d'oxygène et de nutriments au sein du tissu tumoral 
dépendent de la distance des capillaires sanguins et peuvent atteindre des valeurs 
extrêmement faibles dans les zones profondes de la tumeur (Figure 14) (Brahimi-Horn et al., 
2007). Les cellules sont donc soumises à un stress dit hypoxique. En réponse à ces conditions 
de stress, les cellules tumorales et certaines cellules saines avoisinantes expriment et sécrètent 
des molécules comme le HIF-1 (facteur induit par l’hypoxie 1). 
 Le HIF-1 active la transcription de plusieurs gènes qui sont principalement liés à 
l'angiogenèse, la prolifération cellulaire et le métabolisme du glucose ou du fer. Par exemple, 
le HIF-1 active l'expression du VEGF qui est un facteur de croissance qui participe au 
déclenchement de l'angiogenèse (Lee et al., 2004). 
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Figure 14: Effet de la distance des vaisseaux sanguins sur la pression partielle d'oxygène et le 
pH dans la masse tumorale (Brahimi-Horn et al., 2007). 
 
 Les zones profondes de la tumeur sont également caractérisées par une mauvaise 
évacuation du dioxyde de carbone et des métabolites comme le lactate, induisant une 
diminution du pH au niveau du microenvironnement jusqu'à des valeurs pouvant atteindre 5,6 
(Engin et al., 1995). Cette acidité est accentuée par l'effet Warburg (cf. Partie 1.1.1) qui 
implique une importante production de lactate. 
 L'acidité du microenvironnement tumoral semble participer à la progression tumorale 
par la modulation de la réaction immunitaire, la régulation de la prolifération et la dégradation 
de la matrice extracellulaire (Justus et al., 2013). Cette dégradation passe par la libération de 
protéases depuis les invadopodes qui sont des structures riches en actine qui forment des 
invaginations à la surface de certaines cellules épithéliales notamment tumorales (Brisson et 
al., 2012). 
3.2. Augmentation de la perméabilité et de la rétention au niveau des tumeurs 
 
L'angiogenèse et la lymphangiogenèse sont une réponse au stress hypoxique et au 
déficit énergétique qui limite la multiplication des cellules tumorales. Cependant, la 
vascularisation d'un tissu tumoral est souvent caractérisée par une structure et une 
organisation anormale et hétérogène, contrairement à la vascularisation d'un tissu sain 
(Fukumura & Jain, 2008). 
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Cette mauvaise vascularisation sanguine et lymphatique est à l'origine de 
l'augmentation de la perméabilité et de la rétention au niveau de la masse tumorale, qui est 
désignée par l'effet EPR (Enhanced permeability and retention). 
L'hyperperméabilité, qui est due à la discontinuité de la membrane basale des 
capillaires sanguins,  permet l'extravasation des fluides et des macromolécules vers la tumeur. 
De plus, la faible proportion de capillaires lymphatiques ne suffit pas à l'évacuation de l'excès 
de liquide, ce qui est à l'origine de l'augmentation de la rétention au niveau de la tumeur et de 
l'élévation de la pression du fluide interstitiel (Fukumura & Jain, 2007) (Figure 15). 
Ces conditions anormales ne permettent pas un bon fonctionnement du système de 
vascularisation dans la tumeur. L'hypoxie et l'acidose sont maintenues et même accentuées en 
raison de l'augmentation de la taille de la tumeur soutenue par une multiplication rapide et 
illimitée des cellules tumorales qui sont proches des vaisseaux néoformés et qui bénéficient de 
ressources énergétiques et nutritionnelles abondantes. 
Le maintien des conditions de stress est à l'origine d'un remodelage constant de la 
vascularisation tumorale, ce qui lui confère une forte instabilité. 
 
Figure 15: Les caractéristiques de la vascularisation des tumeurs (Kobayashi, 2014) 
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3.3. Les tumeurs et les troubles de l'hémostase 
  
 Un lien étroit a été établi entre le cancer, l'hypercoagulabilité et le risque de 
thrombose. Ce lien est appuyé par des observations cliniques, histologiques et 
pharmacologiques. En effet, des maladies thromboemboliques surviennent chez 15 % des 
patients atteints de cancer (Rickles & Edwards, 1983). De plus, certains études montrent la 
présence d'au moins une anomalie au niveau d'un des tests in vitro de la coagulation sanguine 
chez la majorité des patients étudiés (Sun et al., 1979; Ünsal et al., 2004). 
 Les causes physiopathologiques de thrombose chez ces patients peuvent être liées à la 
tumeur elle-même, à l’inflammation accompagnant le processus cancéreux, ou encore aux 
lésions cellulaires induites par les chimiothérapies (Smadja et al., 2010). D'un autre côté, 
l’activation de la coagulation intervient lors de la progression tumorale notamment au cours 
de l’angiogenèse tumorale et de la dissémination métastatique (Lima & Monteiro, 2013). 
 L'hémostase est l'ensemble des processus qui permet d'arrêter une hémorragie 
affectant la microcirculation sanguine et de restaurer la circulation sanguine lorsqu’un 
thrombus obstrue les vaisseaux sanguins. Elle met en jeu trois processus qui sont l’hémostase 
primaire, la coagulation plasmatique et la fibrinolyse. 
- L’hémostase primaire est induite par une lésion au niveau du tissu endothélial d'un 
capillaire sanguin et qui provoque l’adhérence, l’activation et l’agrégation des plaquettes au 
niveau de la matrice protéique sous-endothéliale (Frojmovic, 1998). 
- La coagulation plasmatique est un processus complexe qui met en jeu les facteurs de la 
coagulation (Ogedegbe, 2002). En effet, ces facteurs sont activés en cascade pour aboutir à 
l'activation de la prothrombine (Facteur II) en thrombine (Facteur IIa) qui assure la 
transformation du fibrinogène (Facteur I) soluble en fibrine insoluble (Facteur Ia). La fibrine 
permet de consolider l'agrégat plaquettaire formé lors de l’hémostase primaire. La cascade de 
la coagulation plasmatique comporte une voie extrinsèque et une voie intrinsèque (Figure 
16). 
- La fibrinolyse joue deux rôles principaux lors de l'hémostase. D'une part, elle limite la 
propagation du caillot et, d'autre part, elle permet de le dissoudre après la réparation de  la 
lésion. La dégradation du polymère de fibrines est assurée par le plasminogène qui est une 
enzyme inactive intégrée dans la composition du caillot. Le plasminogène est activé par des 
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enzymes protéolytiques comme l'activateur tissulaire du plasminogène (tPA), l'urokinase 
(uPA) et le précurseur de l'uPA (pro-uPA) (Cesarman-Maus & Hajjar, 2005). 
 
 
 
Figure 16: Cascade de la coagulation sanguine  
 
 Les processus de l'hémostase sont finement régulés et contrôlés afin de maintenir 
l'équilibre entre les systèmes pro- et anticoagulants. Cet équilibre reste fragile et le moindre 
dérèglement au niveau d'un des facteurs de la coagulation peut avoir soit un effet 
anticoagulant causant des hémorragies soit pro-coagulant à l'origine de maladies 
thromboemboliques. 
 Les cancers peuvent d'abord engendrer des modifications au niveau du flux sanguin en 
affectant mécaniquement les vaisseaux qui sont à proximité des tumeurs. Les capillaires 
formés suite à l'angiogenèse sont caractérisées par une organisation anormale qui résulte en 
un flux sanguin désordonné (Letai & Kuter, 1999). Le flux sanguin joue un rôle important 
dans l'activation de l'hémostase primaire (Frojmovic, 1998). D'un autre côté, la destruction 
des cellules endothéliales ou de la membrane sous-endothéliale soit par la tumeur, soit par des 
traitements agressifs comme la chimiothérapie, peut initier la voie intrinsèque de la 
coagulation sanguine (Letai & Kuter, 1999). 
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 La coagulation sanguine peut être augmentée suite à la production anormale de 
molécules pro-coagulantes par les cellules tumorales. Ces molécules peuvent être exprimées à 
la surface de ces cellules ou sécrétées dans le milieu extérieur et se retrouver dans le plasma. 
Le facteur tissulaire figure parmi les molécules pro-coagulantes exprimées par des cellules 
tumorales et des cellules du microenvironnement (Förster et al., 2006). Par exemple, dans le 
cas des tumeurs mammaires, le facteur tissulaire a été détecté avec des proportions élevées au 
niveau des cellules épithéliales (Sturm et al., 1992) et des cellules endothéliales (Contrino et 
al., 1996) et sa présence a été également corrélée avec la malignité de ces tumeurs. 
 Au delà de son rôle procoagulant, le facteur tissulaire possède des propriétés, pro-
angiogéniques (Watanabe et al., 1999) et, parfois pro-métastatiques (Förster et al., 2006). Ces 
effets peuvent être liés à la régulation de la synthèse du VEGF par le facteur tissulaire (Abe et 
al., 1999), à l’activation des récepteurs activés par les protéases (Protease Activated 
Receptors, PAR) et à l'inhibition de la thrombospondine-1. Il existe 4 types de récepteurs 
PAR. La thrombine n'est capable d'activer que 3 d'entre eux qui sont PAR-1, PAR-3 et PAR-
4. Cependant, le récepteur PAR-2 peut être activé par le complexe entre le facteur tissulaire et 
le facteur VIIa. L'activation de ces récepteurs, qui sont présents au niveau des cellules 
endothéliales, est à l'origine d'une multitude de réactions contribuant à l'angiogenèse (Cao, 
2011) (Figure 17). 
Cancer et traitements 
agressifs
Lésion des parois des capillaires et 
perturbation du flux sanguin dans 
la zone tumorale
Hémostase primaire
Hypersécrétion de 
molécules pro-
coagulantes
Angiogenèse
Facteur tissulaire
Cellules tumorales
Synthèse du 
VEGF
Inhibition de la 
thrombospondine-1
Activation des 
récepteurs PAR
 
Figure 17: Schéma récapitulatif des principales interactions entre les cancers et l'hémostase. 
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 La thrombospondine-1 est une glycoprotéine de taille élevée qui, outre son implication 
dans l'agrégation plaquettaire, inhibe l'angiogenèse (Legrand, 1995). 
 L'effet procoagulant des tumeurs peut provenir d'une enzyme appelée CP (Cancer 
procoagulant) découverte dans plusieurs tumeurs. Cette cystéine protéase, capable d'activer le 
facteur X, n'a jamais été détectée dans des tissus différenciés normaux (Gordon & Mielicki, 
1997). 
 Les acteurs moléculaires de la fibrinolyse, comme l'uPA et le tPA, participent à la 
progression tumorale. Ils sont exprimés par certaines cellules tumorales et jouent un rôle dans 
l'invasion et la prolifération par la dégradation des protéines de la matrice extracellulaire 
(Ulisse et al., 2009). 
 La relation étroite entre les pathologies thromboemboliques et le cancer est corroborée 
par les effets positifs des traitements anticoagulants, spécialement les traitements 
hépariniques, sur les patients atteints de cancers (Ornstein & Zacharski, 1999; Smorenburg & 
Noorden, 2001). 
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PARTIE 2: Les stratégies de ciblage des tumeurs et de leur 
microenvironnement 
 
 Le développement de traitements anticancéreux agissant spécifiquement sur les tissus 
tumoraux et de techniques de diagnostic sensibles et spécifiques constitue le défi majeur de la 
recherche en cancérologie. Au cours des dernières décennies, des stratégies différentes ont été 
développées pour le ciblage des cancers à des fins diagnostiques et thérapeutiques. 
 Les systèmes utilisés pour le ciblage des cancers exploitent les caractéristiques des 
cellules cancéreuses ainsi que celles de leur microenvironnement afin d'acheminer vers la 
zone pathologique un principe actif ou une sonde détectable par une technique d'imagerie. Ils 
sont généralement constitués d'un vecteur lié soit à une sonde détectable par les techniques 
d'imagerie soit à un principe actif anti-tumoral (Figure 18). 
Usage diagnostique
Vecteur
Principe actif 
Sonde détectée par 
imagerie
Usage thérapeutique
 
Figure 18: Principe général des systèmes de ciblage utilisés en cancérologie à des fins 
thérapeutiques ou diagnostiques. 
  
 La vectorisation peut se faire par: 
- des ligands spécifiques à des récepteurs surexprimés sur les cellules tumorales 
ou stromales comme par exemple les peptides de séquences RGD qui se fixent 
sur des intégrines (Mankoff et al., 2008). 
- des systèmes macromoléculaires (Lammers et al., 2012) exploitant 
l'augmentation de la perméabilité et de la rétention des tumeurs (Effet EPR, cf. 
Partie 1.3.2). 
 
Etude bibliographique: Partie 2 
52 
 
1. Les ligands spécifiques 
 
 Les cellules tumorales et celles qui les entourent surexpriment souvent des récepteurs 
membranaires spécifiques. Ces anomalies sont exploitées pour la détection et le ciblage des 
tumeurs (Heskamp et al., 2013; Mankoff et al., 2008). 
 L'imagerie moléculaire in vivo permet la caractérisation d'un tissu d'une manière non-
invasive sans avoir recours à des biopsies ou des interventions chirurgicales. Les systèmes 
d'imagerie moléculaire in vivo offrent la possibilité d'un diagnostic précoce des pathologies 
avec une précision et une spécificité meilleures que celle de l'imagerie anatomique, qui 
permet de visualiser les tissus vivants à un niveau macroscopique (Pysz et al., 2010). Les 
systèmes utilisés dans cette technique d'imagerie associent souvent des sondes à des ligands 
spécifiques aux molécules exprimées d'une manière pathologique. Plusieurs approches 
d'imagerie moléculaire sont utilisées en cancérologie (Tableau 4). 
Tableau 4: Exemple de systèmes d'imagerie moléculaire des tumeurs basée sur la spécificité 
d'un ligand (Adapté de Mankoff et al., 2008). 
Système  Principe 
 
Petites molécules chimiques 
 
11-β-Methoxy-17-α-123I-iodovinylestradiol  Sonde radioactive (Iode 123) couplée à un analogue 
d'œstrogène qui cible leur récepteur (Rijks et al., 
1998) 
 
21-18F-fluoro-16-α-ethyl-19-norprogesterone Sonde radioactive (Fluor 18) couplée à un analogue 
de progestérone qui cible son récepteur (De Groot 
et al., 1991) 
 
11C-Gefitinib Le Gefitinib est un inhibiteur spécifique de la 
tyrosine kinase du récepteur du facteur de 
croissance épidermique (EGFR, Epidermal Growth 
Factor Receptor). Cet inhibiteur irréversible est 
marqué au  Carbone 11 (Holt et al., 2006) 
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Ligands peptidiques 
 
Cy5.5-EGF Il s'agit du facteur de croissance épidermique (EGF, 
Epidermal Growth Factor) marqué par une cyanine 
5.5 qui est une molécule fluorescente (Ryu et al., 
2013) 
 
18F-galacto-RGD Sonde radioactive (Fluor 18) couplée à un peptide 
de séquences RGD qui se fixe spécifiquement sur 
les intégrines αvβ5 surexprimées dans certaines 
tumeurs (Beer et al., 2006) 
 
RGD-Cy5.5 Il s'agit d'un peptide de séquences RGD marqué par 
une cyanine 5.5 (Wallbrunn et al., 2007) 
 
 
Anticorps 
 
RhodG-trastuzumab Il s'agit d'un anticorps monoclonal humanisé 
recombinant dirigé contre le récepteur 2 du facteur 
de croissance épidermique humain (HER2). Cet 
anticorps est marqué par une rhodamine 
 
Cy5.5-cetuximab Il s'agit d'un anticorps monoclonal dirigé contre le 
récepteur au facteur de croissance épidermique. Il 
est marqué par une cyanine 5.5 
 
 Les techniques d'imagerie moléculaire in vivo sont souvent utilisées pour prédire la 
réponse d'un patient envers un traitement (Mankoff et al., 2008). 
 Il existe, en effet, plusieurs traitements qui sont basés sur le ciblage et le blocage du 
fonctionnement de récepteurs présents sur les cellules du microenvironnement tumoral. Le 
tableau 5 présente certaines molécules commercialisées.  
 Les traitements commercialisés agissent généralement sur la communication entre les 
cellules dans le microenvironnement tumoral en inhibant les interactions entre les ligands et 
leurs récepteurs. Par exemple, plusieurs anticorps monoclonaux, utilisés dans le cadre d'une 
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immunothérapie, agissent dans le milieu extracellulaire et ciblent des facteurs de croissance 
comme le VEGF (inhibé par le Bévacizumab) ou les récepteurs de ces facteurs de croissance 
comme l'EGFR (inhibé par le Cetuximab). Certaines molécules comme le Tamoxifène 
inhibent de manière compétitive la liaison de l'œstradiol avec ses récepteurs. Les inhibiteurs 
de protéines kinases n'interférent pas au niveau de la liaison entre le ligand et le récepteurs 
mais inhibent la transduction du signal en inhibant les protéines kinases des récepteurs. En 
raison du rôle que joue le système immunitaire lors des processus tumoraux, des régulateurs 
agissant sur les cellules immunitaires sont utilisés comme traitements anticancéreux. Les 
analogues de l'interleukine-2 (Aldesleukine) ou de l'interféron-α (Interféron-alpha2a ou 
Interféron-alpha2b) sont utilisés pour stimuler les cellules des systèmes immunitaires. 
L'Ipilimumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le CTLA-4. L'inhibition de ce 
récepteur, qui est un régulateur négatif de l'activation des cellules T, stimule ces cellules. 
Tableau 5: Principaux traitements mis sur le marché et ciblant le microenvironnement 
tumoral 
Molécule Cible Mécanisme 
 
Les anticorps thérapeutiques 
Bévacizumab  
(Avastin®, Roche)  
VEGF Il s'agit d'un anticorps monoclonal dirigé 
contre le facteur de croissance de 
l’endothélium vasculaire (VEGF). Le 
bévacizumab inhibe l'angiogenèse tumorale 
en bloquant ce facteur de croissance. 
(Lyseng-Williamson & Robinson, 2006) 
 
Cetuximab  
(Erbitux®, Merck Serono) 
EGFR Il s'agit d'un anticorps monoclonal qui 
bloque le récepteur au facteur de croissance 
épidermique (EGFR, Epidermal Growth 
Factor Receptor) (Harding & Burtness, 
2005) 
 
Ipilimumab  
(Yervoy®, Bristol-Myers 
Squibb) 
CTLA-4 L'Ipilimumab est un anticorps monoclonal 
qui se fixe sur l'antigène 4 des lymphocytes 
T cytotoxiques (CTLA-4). Cette fixation 
active les cellules T stimulant ainsi, la 
réponse immunitaire (Sanford, 2012) 
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Ofatumumab 
(Arzerra®, GlaxoSmithKline) 
CD20 Il s'agit d'un anticorps monoclonal dirigé 
contre la molécule de surface CD20 qui est 
présente sur la plupart des cellules B (Lin, 
2010) 
 
Rituximab  
(Mabthera®, Roche) 
CD20 Il s'agit est un anticorps monoclonal dirigé 
contre la molécule de surface CD20 qui 
sont présente sur la plupart des cellules B 
(Cvetković & Perry, 2006) 
 
Trastuzumab  
(Herceptin®, Roche) 
Her2 Il s'agit d'un anticorps monoclonal 
humanisé recombinant de classe IgG1 
dirigé contre le récepteur 2 du facteur de 
croissance épidermique humain (HER2) 
(Plosker & Keam, 2006) 
 
Ibritumomab tiuxétan 
(Zevalin®, Spectrum 
Pharmaceuticals) 
CD20 Il s'agit d'un anticorps monoclonal murin 
spécifique de l'antigène CD20 des 
lymphocytes B. Il est marqué par l'yttrium-
90 [90Y] qui détruit par la radioactivité les 
cellules cibles et les cellules voisines 
(Witzig, 2004) 
 
 
Les inhibiteurs de protéine kinase 
Erlotinib  
(Tarceva®, Roche) 
EGFR Il s'agit d'une molécule inhibitrice de la 
tyrosine kinase du récepteur EGFR 
 
Everolimus 
 (Afinitor®, Novartis Pharma) 
mTOR L'Evérolimus est un inhibiteur sélectif de 
mTOR (Mammalian Target of Rapamycin, 
cible de la rapamycine chez les 
mammifères). mTOR est une sérine-
thréonine kinase dont l'activité est connue 
comme étant dérégulée dans de nombreux 
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cas de cancers humains. Elle peut 
également réguler la traduction des facteurs 
inductibles par l'hypoxie HIF-1 et HIF-2 
alpha. Ces facteurs de transcription régulent 
la capacité des tumeurs à s'adapter aux 
microenvironnements hypoxiques et à 
produire le facteur de croissance de 
l'endothélium vasculaire (VEGF) 
responsable de l'angiogenèse 
 
Gefitinib  
(Iressa®, AstraZeneca) 
EGFR Le Géfitinib est une molécule inhibitrice 
sélective de la tyrosine kinase du récepteur 
EGFR 
 
Sorafénib  
(Nexavar ®, Bayer) 
VEGFR,  
PDGFR 
Raf-kinases 
Le Sorafénib est un inhibiteur de plusieurs 
récepteurs à tyrosine kinase impliqués dans 
la croissance tumorale 
 
Lapatinib (Tyverb®, 
GlaxoSmithKline) 
Her2 
EGFR 
Le lapatinib est une molécule inhibitrice de 
la tyrosine kinase des récepteurs EGFR 
(ErbB1) et HER2 (ErbB2) 
 
 
Les immunomodulateurs  
Aldesleukine  
(Proleukin®, Novartis Pharma) 
 
Cellules du système 
immunitaire 
L'Aldesleukine est une protéine 
recombinante analogue à l’interleukine-2 
humaine. Elle est immunostimulante et 
exerce un effet régulateur sur la réponse 
immunitaire 
 
Interféron-alpha2b  
(Introna®, Merck) 
Interféron-alpha2a  
(Roferon-A®, Roche) 
 
Cellules du système 
immunitaire 
Il s'agit de protéines recombinantes qui 
jouent un rôle immunomodulateur 
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Les inhibiteurs de récepteurs membranaires 
Tamoxifène  
(Nolvadex®, AstraZeneca) 
Les récepteurs aux 
œstrogènes 
Le tamoxifène est un anti-estrogène qui 
inhibe de manière compétitive la liaison de 
l'œstradiol avec ses récepteurs 
 
2. Les vecteurs macromoléculaires 
 
 Les vecteurs macromoléculaires (Figure 19) incluent des nano-émulsions formant des 
micelles (Gutiérrez et al., 2008), des liposomes (Rui et al., 1998; Torchilin, 1997), des 
assemblages de molécules ou de polymères (Choi et al., 2012; Zhao et al., 2014) et des 
nanoparticules métalliques (Bhattacharya & Mukherjee, 2008; Tonga et al., In press). Les 
anticorps spécifiques à des ligands peuvent également être considérés comme des systèmes de 
vectorisation macromoléculaires (Lammers et al., 2012). 
 
Figure 19: Les systèmes macromoléculaires utilisés pour la vectorisation de principes actifs 
(Lammers et al., 2012) 
  
 Des traitements thérapeutiques utilisés actuellement en clinique exploitent des 
systèmes macromoléculaires (Tableau 6) pour concentrer les principes actifs dans le site 
tumoral. 
 Il s'agit d'une manière générale de la vectorisation de petites molécules chimio-
thérapeutiques permettant l'amélioration de leur efficacité et de leurs propriétés 
physicochimiques comme la solubilité et la stabilité. Les pertes liées à des phénomènes 
comme l'élimination rénale sont réduites, ce qui permet à ces systèmes macromoléculaires de 
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rester plus longtemps dans la circulation sanguine et de s'accumuler dans les tissus 
perméables comme les tumeurs. Par contre, la vectorisation dite passive qui n'exploite que 
l'effet EPR présente certaines limites. La perméabilité des tumeurs est très variable en 
fonction des tumeurs et des patients (Jain & Stylianopoulos, 2010). De plus, dans une même 
tumeur, l'hétérogénéité de la vascularisation induit la présence à la fois de zones très 
perméabilisées accessibles aux macromolécules et d'autres qui ne le sont pas. Les cellules 
tumorales qui sont situées dans ces zones ne seront pas traitées (Lammers et al., 2012). 
Tableau 6: Exemple de traitements ciblant les cellules tumorales mis sur le marché. 
Formulation Formulation  Références 
bibliographiques 
Les liposomes   
Doxorubicine liposomale 
(Myocet®, Teva Santé) 
Doxorubicine chlorhydrate encapsulée dans 
des liposomes à base de cholestérol et de 
phosphatidylcholine (lécithine)  
(Marty, 2001). 
Daunorubicine liposomale 
(Daunoxome®, Galen Ltd) 
Daunorubicine chlorhydrate encapsulé dans 
des liposomes à base de cholestérol et de 
choline distéaroglycérophosphate 
(Forssen, 1997) 
Doxorubicine liposomale 
PEGylées (Caelyx®, 
Janssen-Cilag) 
Doxorubicine chlorhydrate encapsulée dans 
des liposomes à base de cholestérol et de 
distearoylphosphatidylethanolamine pégylée 
(Rom et al., 2014) 
Les polymères   
Paclitaxel albumine 
(Abraxane®, Abraxis 
BioScience) 
Paclitaxel couplé à l'albumine (Green et al., 2006) 
Les micelles   
Micelle de Paclitaxel 
(Genexol-PM®, Samyang) 
Paclitaxel piégé dans un copolymère de 
polyéthylenglycol et d'acide polylactique 
(Yang et al., 2010) 
 
 La simple vectorisation passive est une approche critiquable et insuffisante pour 
acheminer d'une manière spécifique les principes actifs dans la tumeur. Dans la plupart des 
cas, une proportion supérieure à 95% des vecteurs injectés s'accumule dans des organes sains 
comme le foie, la rate et les poumons (Bae & Park, 2011). 
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 La vectorisation d'une molécule dont l'activité est maintenue lorsqu'elle est liée au 
vecteur est un verrou à son efficacité, car celle-ci pourrait agir dans l'organisme avant 
d'atteindre sa cible et causer de possibles effets secondaires. 
 L'activation spécifique d'une molécule thérapeutique ou d'un signal détectable par 
imagerie, seulement dans le microenvironnement tumoral permettrait une amélioration de la 
sélectivité du ciblage de la tumeur. Des mécanismes d'activation ont été décrits dans la 
littérature exploitant notamment les caractéristiques pathologiques du microenvironnement 
tumoral comme l'acidification (Zhao et al., 2014), l'hypoxie (Sun et al., 2011), ou la 
surexpression d'enzymes hydrolytiques telles que la cathepsine D lysosomale et des 
métalloprotéases matricielles (Jaffer et al., 2007; Razgulin et al., 2011; Scherer et al., 2008; 
Tung et al., 2000; Weissleder et al., 1999). 
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PARTIE 3: La cathepsine D et l'héparanase 
 
 Dans le cadre de la thèse, la cathepsine D a été sélectionnée comme moyen 
d'activation d'un objet moléculaire permettant la libération d'un principe actif inhibiteur de 
l'héparanase. La partie 3 de l'étude bibliographique présente ces deux hydrolases. 
1. La cathepsine D 
 
La cathepsine D (CD, EC 3.4.23.5) est une enzyme qui fait partie du groupe des 
aspartate-endopeptidases appartenant à la classe des hydrolases. Cette enzyme lysosomale est 
active à pH acide (pH 3,5) et se caractérise par la présence de deux acides aspartiques 
constituant le site actif. La plupart des cellules de l'organisme possèdent la CD au niveau de 
leurs lysosomes à l'exception des érythrocytes matures (Minarowska et al., 2008). 
 
1.1. Biosynthèse de la cathepsine D  
 
La cathepsine D est traduite depuis son ARNm sous la forme pré-pro-cathepsine D 
(ppCD) constituée de 412 acides aminés avec une masse moléculaire de 54 kDa. Cette 
traduction se fait par les ribosomes au niveau du réticulum endoplasmique granuleux (RER) 
(Zaidi et al., 2008). A la fin de l'étape de traduction et au bout du canal transmembranaire par 
lequel la ppCD est insérée dans la lumière du RE, une peptidase membranaire clive la 
séquence peptidique signal libérant la procathepsine D (pCD, 52 kDa, 392 acides aminés) 
dans la lumière du RE (Zaidi et al., 2008). 
La pCD qui a été glycosylée, passe par l'appareil de Golgi, où elle subit une 
phosphorylation du carbone 6 des résidus mannose situés aux extrémités des motifs 
oligosaccharidiques. La pCD est transportée, via le récepteur du mannose-6-phosphate 
(M6PR), dans des vésicules qui fusionnent avec un endosome tardif qui peut fusionner avec 
un lysosome (Zaidi et al., 2008). 
Sous l'action de protéases à cystéine, la pCD subit une première transformation 
protéolytique pour former la CD mono-chaine caractérisée par une masse de 48 kDa suivie 
d'un second clivage protéolytique pour former la CD double chaine formée d'une chaine 
légère de 14 kDa du côté N-terminal et d'une chaine lourde de 34 kDa du coté C-terminal. Ces 
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deux chaînes s’associent de façon non covalente via des liaisons de type hydrophobe (Figure 
20) (Zaidi et al., 2008). 
 
 
 
Figure 20: Schéma récapitulatif des modifications post-traductionnelles subies par la CD 
 
1.2. Mécanisme catalytique de la cathepsine D 
 
Le site catalytique de la CD est constitué de deux résidus acides aspartiques, Asp33 et 
Asp231, situés dans les séquences des triades Asp33-Thr34-Gly35 et Asp231-Thr232-Gly233. 
Le mécanisme catalytique qui a été proposé pour les aspartate-protéases, implique 
l'hydrolyse de la liaison peptidique par une molécule d'eau du site actif (Figure 21) (Bjelic & 
Åqvist, 2006). 
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Figure 21: Mécanisme catalytique de la cathepsine D (Minarowska et al., 2009) 
La fixation du substrat par l'enzyme est suivie par deux réactions simultanées de 
transfert de protons (figure 21-réaction a): un transfert entre la molécule d'eau et l'ion 
carboxylate d’Asp33, l'autre entre le groupe carboxyle d’Asp231 et l'atome d'oxygène du 
groupement carbonyle du substrat. Ces transferts facilitent la formation d'un intermédiaire 
tétraédrique non covalent (Minarowska et al., 2009). 
Un mécanisme analogue à un double transfert conduit à une décomposition du produit 
intermédiaire (figure 21-réaction b), pendant lequel un proton du groupe hydroxyle est 
transféré sur l’Asp33, tandis que le proton de l'Asp231 est fixé par l'atome d'azote, de manière 
concomitante à la rupture de la liaison peptidique -CO-NH- du substrat. Enfin, les deux 
produits de réaction, le premier avec le groupe carboxyle libre (R1-COOH) et le second avec 
un groupe amine libre (NH2-R2), sont générés tandis que la cathepsine D est libérée (figure 
21-réaction c). 
1.3. Spécificité de la cathepsine D 
  
 La CD est caractérisée par sa capacité de clivage d'un grand nombre de peptides et de 
protéines sans être spécifique d'une séquence peptidique particulière (Benes et al., 2008). La 
CD clive les peptides qui contiennent au moins cinq résidus d’acides aminés (Minarowska et 
al., 2008) et affiche une préférence envers les acides aminés hydrophobes, acides et 
aromatiques. Elle clive par exemple, les liaisons entre deux phénylalanines (F↓F), deux 
leucines (L↓L) ou deux tryptophanes (Y↓Y) (Pimenta et al., 2001). 
 Les acides aminés situés autour du site de clivage présentent une grande importance 
(Noort & Drift, 1989). La présence d'un acide aminé comme l'histidine basique aromatique en 
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position P2 (Figure 22) fait que la CD ne clive plus la liaison entre deux phénylalanines en P1 
et P'1(Pimenta et al., 2001). 
 
Figure 22: Schéma général des séquences peptidiques préférentiellement clivées par la CD 
(Noort & Drift, 1989) 
 
1.4. Fonctions de la cathepsine D 
 
- Fonctions physiologiques de la cathepsine D 
La CD participe à de très nombreux processus biologiques fondamentaux. Elle joue un 
rôle crucial dans le catabolisme intracellulaire des protéines dans les lysosomes. Cette 
protéase semble être impliquée également dans la dégradation d’antigènes (Mohamadzadeh et 
al., 2004), d’hormones et de neuropeptides (Minarowska et al., 2009). 
De nombreuses autres fonctions physiologiques de la CD ont été suggérées, basées sur 
sa capacité à cliver des protéines et des peptides (Benes et al., 2008).  
Il a été montré que la CD active des précurseurs de protéines biologiquement actives 
comme l’hormone parathyroïde ou la prolactine dans les compartiments pré-lysosomaux. Elle 
participe à la maturation des antigènes et à la dégradation d’hormones comme l’insuline ou le 
glucagon. Elle intervient aussi dans l’apoptose mais son rôle est encore en cours d’étude et 
s’avère complexe (Liaudet-Coopman et al., 2006). En effet, la cathepsine D peut soit prévenir 
l’apoptose, soit favoriser l’apoptose induite par des agents cytotoxiques ou chimio-
thérapeutiques (Masson, 2010). Elle participe au renouvellement et au remodelage de certains 
tissus. D'autres travaux suggèrent que la CD joue un rôle dans le transport intracellulaire du 
cholestérol et des sphingolipides (Masson, 2010). 
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- Fonctions pathologiques de la cathepsine D 
Au-delà de ses fonctions physiologiques, la CD est impliquée dans plusieurs processus 
pathologiques comme l'athérosclérose, la maladie d’Alzheimer (Benes et al., 2008) et des 
cancers comme celui du sein (Dian et al., 2014; Westley & May, 1996). La CD, qui semble 
participer à plusieurs étapes du processus tumoral, a été utilisée comme marqueur pronostic 
associé à un risque élevé de métastase (Fitzgibbons et al., 2000). 
Dans les cellules cancéreuses mammaires, la CD est surexprimée et s’accumule dans 
la cellule (Figure 23) (Vignon et al., 1986). Son routage lysosomal est perturbé, conduisant à 
l'hypersécrétion de la forme pCD (52 kDa) dans le milieu extracellulaire (Masson et al., 2010; 
Zaidi et al., 2008). Cette forme 52 kDa est retrouvée dans le milieu extracellulaire de 
plusieurs cellules tumorales et à des quantités significativement élevées dans le sérum des 
patientes atteintes de carcinomes mammaires métastatiques (Brouillet et al., 1997; Jarosz et 
al., 1995).  
La pCD (52 kDa), qui est une forme inactive de la CD, peut s'auto-activer en passant à 
une forme 51 kDa dans certaines conditions notamment dans des milieux acides comparables 
à ceux retrouvés dans les zones tumorales (Gopalakrishnan et al., 2004). De ce fait, elle 
constitue une cible potentielle pour le développement de nouvelles stratégies diagnostiques 
et/ou thérapeutiques. 
 
Appareil de golgi
Noyau
Pro-Cathepsine D (52 kD) Cathepsine D Mono Chaine (48 kD)
Endosome
Cytoplasme
Pro-Cathepsine D (52 kD) Pro-Cathepsine D (51 kD)
Microenvironnement tumoral  
pH acide (5.6 – 6.8)
1 kDSécrétion pathologique
Inactive
Inactive Active
Active
 
Figure 23: Schéma de la localisation de la cathepsine D dans les cellules cancéreuses. 
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2. L'héparanase  
 
 L'héparanase (Hpa1, EC 3.2.1.166) est une endo-β-D-glucuronidase qui hydrolyse 
l'héparane sulfate en un nombre limité de sites (Höök et al., 1975) au niveau de la liaison β-
glycosidique entre un résidu acide glucuronique et un résidu glucosamine (Pikas et al., 1998).  
 Cette enzyme est exprimée au niveau de certains types de cellules qui sont 
principalement les kératinocytes, les plaquettes et les cellules activées du système 
immunitaire. Son expression est faible, voir même inexistante, au niveau des tissus 
conjonctifs ou épithéliaux normaux (Ilan et al., 2006). L'héparanase est également abondante 
au niveau du placenta (Nadir et al., 2010). 
2.1. Biosynthèse de l'héparanase  
 
 La transcription de l'héparanase est régulée par plusieurs facteurs comme la 
méthylation de l'ADN au niveau des séquences promotrices (Shteper et al., 2003), certains 
facteurs de transcription (Ilan et al., 2006; Jiang et al., 2002; Lu et al., 2003), les œstrogènes 
(Elkin et al., 2003) et certains médiateurs de l'inflammation (Ilan et al., 2006). 
 L'héparanase est traduite depuis son ARNm sous la forme pré-pro-héparanase 
(ppHpa1) constituée de 543 acides aminés (Figure 24). La ppHpa1 contient une séquence-
signal N-terminale de 35 acides aminés (Met1-Ala35). Après le clivage de ce peptide signal, la 
pro-héparanase (pHpa1) qui comporte 508 acides aminés (65 kDa) est libérée dans la lumière 
du réticulum endoplasmique. Cette enzyme subit alors deux clivages protéolytiques au niveau 
des acides aminés 109 et 157 entrainant l'excision d'un peptide de 6 kDa (Ser110-Gln157). 
L'héparanase mature est par conséquent une enzyme hétéro-dimèrique avec une première 
sous-unité de 50 kDa (Lys158-Ile543) et une deuxième de 8 kDa (Lys36-Glu109) (Fairbanks et 
al., 1999). Cette protéolyse implique principalement la cathepsine L et la cathepsine D 
(Abboud-Jarrous et al., 2008, 2005) et se déroule à pH acide dans les compartiments 
endosomal et lysosomal (Cohen et al., 2005). Le trafic intracellulaire de l'héparanase dans ces 
compartiments implique principalement les récepteurs mannose-6-phosphate (Vreys et al., 
2005). 
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Figure 24: Modification post-traductionnelle de l'héparanase humaine (Parish et al., 2001) 
  
2.2. Mécanisme catalytique de l'héparanase 
  
L’héparanase appartient aux glycosyl hydrolases de la famille  GH 79 qui font partie 
du clan A.  
 Les résidus catalytiques Glu 225 et Glu 343 ont été identifiés comme, respectivement, 
le donneur de proton et le résidu nucléophile (Hulett et al., 2000). Une autre étude a établi 
l'intervention de trois résidus basiques (Lys 231, Lys 277, et Arg 382) et de deux résidus 
aromatiques (Phe 101 et Phe 385) dans la liaison avec le substrat (Sapay et al., 2012). 
 Une récente étude (Wilson et al., 2014), ayant consisté en le suivi de la réaction 
d'hydrolyse d'un pentasaccharide sulfaté synthétique (le fondaparinux) par la RMN du proton, 
a permis d'établir que le clivage de ce substrat fait intervenir un mécanisme qui conserve la 
configuration absolue du carbone anomérique de la liaison osidique, confirmant les 
prédictions d'une autre étude de modélisation (Gandhi et al., 2012). Dans la première partie, le 
nucléophile Glu 343 attaque le carbone anomérique de la liaison osidique et permet la 
formation d'un intermédiaire covalent glycosyl-enzyme. Le donneur de proton permet 
l'élimination du premier produit. Une molécule d'eau peut alors prendre la place de l'oxygène 
de la liaison osidique activée par l'acide aminé déprotoné et hydrolyser le lien covalent 
glycosyl-enzyme (Figure 25).  
Etude bibliographique: Partie 3 
 
67 
 
 
 
Figure 25: Mécanisme catalytique de l'héparanase (Gandhi et al., 2012) 
 
2.3. Spécificité de l’héparanase 
 
 Des travaux ont montré que certains groupements O-sulfates sont essentiels pour 
l’hydrolyse de l’héparane sulfate par l’héparanase (Figure 26). En effet, un polysaccharide 
non-sulfaté issu d’Escherichia coli K5 présentant une structure (-βGlcA-1,4-αGlcNAc-1,4-)n 
similaire à celle de l’héparane sulfate, résiste à l’action hydrolytique de l’héparanase même 
après des N-désacetylations, des N-sulfatations et des épimérisations enzymatiques des 
résidus GlcA en IdoA. Cependant, ce polysaccaride est hydrolysé par l’héparanase après une 
O-sulfatation chimique du polysaccharide N-acétylé (Pikas et al., 1998). Les auteurs ont 
montré qu'une 2-O sulfation spécifique était essentielle pour le clivage. D'autre part, le clivage 
d’héparane sulfate ne dépend pas d’une séquence définie mais du type de sulfatation et 
semble être affecté par le profil de sulfatation autour du site de clivage. L'héparanase peut 
cliver une séquence minimale de 3 unités monosaccharidiques (Peterson & Liu, 2010). 
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Site de clivage par l’héparanase au 
niveau de la liaison β entre un acide 
glucuronique (GlcA) et une 
glucosammine (GlcN)
GlcA GlcNSIduA GlcNAcGlcNAc IduA
Le clivage dépend du profil de 2-O-sulfatations, de 6-O-sulfatations et de N-sulfatations.  
Figure 26: Profil du site de clivage de l'héparane sulfate par l'héparanase 
 
2.4. Rôle biologique de l’héparanase 
 
 L'accumulation de l'héparanase au niveau des compartiments endosomaux et 
lysosomaux suggère son rôle dans le catabolisme intracellulaire des héparanes sulfates (Ilan et 
al., 2006). 
 L'hypersécrétion de l'héparanase par plusieurs cellules de lignées tumorales est 
stimulée par l'adénosine, l'adénosine-diphosphate (ADP) et l'adénosine-triphosphate (ATP) 
(Shafat et al., 2006). Lors de cette étude, les auteurs (Shafat et al., 2006), ont établi une 
corrélation entre la cinétique de sécrétion de l'héparanase et celle de la cathepsine D mature 
(34 kDa) et suggèrent que l'héparanase semble provenir du compartiment lysosomal comme la 
cathepsine D mature. Par ailleurs, d'autres études décrivent l'internalisation de l'héparanase 
depuis le milieu extracellulaire vers les compartiments endosomaux. Ceci est réalisé par 
endocytose et implique des protéoglycanes d'héparane sulfate, les récepteurs mannose-6-
phosphate et les récepteurs des lipoprotéines de basse densité (LDL, Low-density lipoprotein) 
(Ben-Zaken et al., 2008). 
 La sécrétion de l'héparanase lui permet d'agir sur les chaines d’héparane sulfate qui 
interagissent grâce à leurs charges avec une multitude de facteurs de croissance intervenant 
dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques comme les facteurs de croissance 
des fibroblastes (FGF, Fibroblast growth factor) et le facteur de croissance de l'endothélium 
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vasculaire (VEGF, Vascular endothelial growth factor) (Lindahl & Li, 2009; Sanderson, 
2001; Whitelock & Iozzo, 2005). 
 
Figure 27: Fonction biologique de l'héparanase  
  
 En hydrolysant l'héparane sulfate de la matrice extracellulaire, l'héparanase contrôle 
plusieurs processus physiologiques et pathologiques (Figure 27) (Bernfield et al., 1999): 
- Prolifération cellulaire des muscles lisses lors de la réparation tissulaire: L’héparane 
sulfate dans la matrice extracellulaire des parois des vaisseaux sanguins inhibe la prolifération 
des cellules du muscle lisse (Parish et al., 1998). Suite à une blessure, l’héparanase provenant 
des leucocytes infiltrés, dégrade l’héparane sulfate inhibiteur et active la prolifération des 
cellules du muscle lisse (Benitz et al., 1990). 
 
- L’inflammation chronique est caractérisée par l’extravasation continuelle des 
leucocytes à travers les parois des vaisseaux sanguins vers les sites de l’inflammation. 
L’héparanase intervient dans la dégradation de la membrane basale subendothéliale induite 
par les leucocytes (Rapraeger, 1993). 
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- Invasion par les cellules tumorales et processus métastatiques: Les lignés cellulaires 
métastatiques du cancer du sein surexpriment  l’ARNm de l’héparanase alors que les cellules 
non-métastatiques ne l’expriment que peu ou pas du tout (Bernfield et al., 1999). 
L’héparanase est produite en plus grandes quantités dans les carcinomes invasifs de sein ou de 
colon par rapport aux tissus adjacents non invasifs (Bernfield et al., 1999; Friedmann et al., 
2000; Vlodavsky et al., 2000). 
 
- L’angiogenèse: L’héparanase contribue d'une part à la dégradation de la membrane 
sous-endothéliale lors de la migration des cellules endothéliales et d'autre part à la libération  
de facteurs de croissance pro-angiogénique comme le VEGF. 
 
 L'héparanase intervient dans certains processus biologiques d'une manière 
indépendante de son activité enzymatique. Elle stimule les protéines kinases B (Akt1) qui 
interviennent dans la voie de signalisation de la survie cellulaire en inhibant l'apoptose. 
L'héparanase stimule également la migration des cellules endothéliales dépendante du P13K 
et P38 qui sont des protéines kinases M (PKM), contribue à la surexpression du VEGF et 
l'augmentation de son activité pro-angiogénique. Enfin, l'héparanase a une activité pro-
coagulante par l'induction du facteur tissulaire (Vlodavsky et al., 2008). 
 
2.5. Inhibition de l’héparanase 
 
 L’inhibition de l’héparanase est considérée comme l’une des approches les plus 
prometteuses pour la lutte contre la progression tumorale (Pisano et al., 2014). En effet, son 
intervention au niveau de plusieurs étapes des progressions tumorales fait de cette enzyme une 
cible de choix pour bloquer des processus tels que l’invasion, l’angiogenèse et les métastases. 
Plusieurs molécules sont présentées dans la littérature comme étant inhibitrices de 
l’héparanase. 
 Les polysaccharides sulfatés (Tableau 7) sont décrits dans la littérature comme 
inhibiteurs de l'héparanase (Parish & Snowden, 1996; Parish et al., 1987). 
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Tableau 7: Comparaison du pouvoir inhibiteur de l'héparanase de certains polysaccharides 
sulfatés (Parish & Snowden, 1996) 
Polysaccharide Activité inhibitrice de l'héparanase (IC50) µg/mL 
Acide hyaluronique > 50 
Chondroitine-4- sulfate > 50 
Chondroitine-6- sulfate > 50 
Carrageenan-Kappa 10 
Carrageenan-lambda 1,5 
Dextran sulfate 1,6 
Fucoidan 2,8 
Pentosan sulfate 2,4 
Heparin 1,5 
 
 L'héparine fait partie des polysaccharides les plus décrits d'une part en raison de son 
important pouvoir inhibiteur mais également car il s'agit d'une molécule déjà utilisée en 
clinique pour son activité anticoagulante (Vlodavsky et al., 2007). 
 Les héparines sont des molécules de glycosaminoglycanes (Cf.Partie 1-2.1.2) d'origine 
animale utilisées en clinique principalement pour leurs activités anticoagulantes et anti-
thrombotiques. Les héparines commercialisées sont extraites à partir de la muqueuse 
intestinale porcine (Figure 28). Ces héparines peuvent être sous forme sodique ou calcique et 
sont disponibles sous forme d'héparine standard non fractionnée (HNF) ou d'héparine de bas 
poids moléculaire (HBPM). 
 Les héparines non fractionnées ne sont pas dépolymérisées et sont caractérisées par un 
poids moléculaire moyen de 15 kDa avec des molécules d'héparines allant de 3 à 30 kDa. Les 
héparines de bas poids moléculaire sont caractérisées par un poids moléculaire moyen 
inferieur à 6 kDa (Elalamy, 2010). Récemment, un intérêt grandissant est apparu pour les 
héparines d'ultrabas poids moléculaire (HUBPM) ayant un poids moléculaire moyen inferieur 
à 3 kDa notamment pour des usages en cancérologie en tant qu'anti-angiogéniques (Agnelli et 
al., 2012) (Figure 28). 
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Dépolymérisation
Dépolymérisation
 
Figure 28: Production des héparines en industrie pharmaceutique et leur classification selon 
le poids moléculaire moyen (Elalamy, 2010) 
 
 Les héparines sont administrées par voie intraveineuse ou par voie sous-cutanée. 
Cependant, les traitements hépariniques, en particulier par les héparines non-fractionnées, 
présentent certaines limites et effets secondaires. Les héparines, qui sont chargées 
négativement, se lient d'une manière non-spécifique à plusieurs protéines plasmatiques, aux 
cellules endothéliales et aux macrophages qui sont capables de les cataboliser. Ces 
interactions réduisent considérablement la biodisponibilité des héparines et sont à l'origine 
d'une variabilité au niveau de la réponse chez les patients (Estes, 1980). De plus, les héparines 
sont à l'origine de plusieurs effets secondaires, souvent graves, comme les hémorragies ou les 
thrombopénies induites par les héparines. Cette dernière est une complication immuno-
allergique qui est causée par le développement d’un anticorps qui reconnaît les complexes 
multimoléculaires impliquant l’héparine (Warkentin et al., 1995). 
 Les héparines de bas poids moléculaire sont souvent utilisées en alternative aux 
héparines non fractionnées. Leur usage est motivé par un meilleur rapport bénéfice/risque, 
une meilleure biodisponibilité. Les héparines de bas poids moléculaire, qui inhibent plus le 
facteur Xa que le facteur IIa, sont préparées à partir de l'héparine non fractionnée par une 
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dépolymérisation. Cette dépolymérisation peut être assurée par des traitements chimiques ou 
bien enzymatiques (Linhardt & Gunay, 1999) comme pour les molécules commerciales 
suivantes: 
§ L'Enoxaparine (Lovenox®), dépolymérisée par une β-élimination chimique impliquant 
une benzylation suivie d'une dépolymérisation alcaline. 
§ La Nadroparine (Fraxiparin®), la Dalteparin (Fragmin®) et la Reviparin (Clivarin®) 
dépolymérisées par une désamination à l'acide nitreux. 
§ La Parnaparine (Fluxum®) et l'Ardeparin (Normiflo®) dépolymérisées par un procédé 
radicalaire. 
§ La Tinzaparin (Innohep®) dépolymérisée par une β-élimination enzymatique avec 
l'héparinase I de flavobacterium heparinum (EC 4.2.2.7). 
 
 
Figure 29: Les principales méthodes de dépolymérisation des héparines et les structures des 
héparines de bas poids moléculaires produites (Linhardt & Gunay, 1999) 
 
 Ces héparines de bas poids moléculaire sont aussi décrites comme étant des inhibiteurs 
de l’héparanase (Viskov & Mourier, 2009). L'activité anticoagulante de ces héparines est par 
contre une limite à leurs utilisations comme anti-angiogénique en cancérologie. Ceci motive 
donc la recherche de nouvelles molécules inhibitrices dépourvues d'activité anticoagulante. 
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Certaines équipes de recherche s'investissent dans la conception de molécules de nature non-
glycosidique comme les analogues de la suramine (Figure 30) (Marchetti et al., 2003) tandis 
que d'autres travaillent sur la modification de la structure des polysaccharides sulfatés comme 
l'héparine afin de réduire ou d'éliminer leur activité anticoagulante (Ritchie et al., 2011; Sudha 
et al., 2012). 
 La suramine est une molécule comportant plusieurs cycles aromatiques avec des 
groupements sulfates à ses extrémités. Cette molécule possède un fort pouvoir inhibiteur de 
l'héparanase et de l'angiogenèse (Meyers et al., 2000; Nakajima et al., 1991). Afin de palier au 
problème de la toxicité de cette molécule, certaines équipes travaillent sur la conception et la 
synthèse d'analogues de la suramine (Marchetti et al., 2003; Meyers et al., 2000). 
 
 
Figure 30: Structure chimique de la suramine  
 
 Plusieurs stratégies de modification des héparines ont été décrites dans la littérature 
dans le but d'améliorer et de limiter l'effet anticoagulant de celle-ci. Parmi ces modifications, 
le "glycol-split" (Figure 31) présente un grand intérêt avec le maintien de l'activité anti-
héparanase et la perte quasi-totale de l'activité anticoagulante (Alekseeva et al., 2013; Casu et 
al., 2004). Le SST00001 est une héparine dite non-anticoagulante produite par 
dépolymérisation enzymatique d'une héparine non-fractionnée ayant préalablement subi un 
traitement de "glycol-split" par le periodate de sodium (NaIO4) (Alekseeva et al., 2013). Cette 
héparine est actuellement en stade III d'essai clinique. 
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Figure 31: Formule générale des héparines glycol-split (SST00001)(Alekseeva et al., 2013) 
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 Les travaux présentés dans ce rapport s'intègrent dans un projet dont la finalité serait 
de concevoir un objet moléculaire activable d'une manière spécifique dans la zone tumorale et 
pouvant assurer, de façon séparée ou simultanée, une fonction diagnostique et/ou une fonction 
thérapeutique. 
 Afin d'agir de manière sélective au niveau du microenvironnement tumoral, l'objet 
moléculaire envisagé possède une structure complexe en trois parties. Une première partie 
doit assurer la vectorisation et l'accumulation de l'objet dans la zone tumorale. Cette partie 
peut être de nature nano-particulaire exploitant la perméabilité anormale des tissus tumoraux 
(Torchilin, 2011) ou bien une molécule ayant la capacité de se lier à des récepteurs exprimés 
spécifiquement ou d'une manière plus importante par les cellules retrouvées dans le 
microenvironnement tumoral (Temming et al., 2005). Ensuite, la deuxième partie de l'objet 
moléculaire consiste en une séquence peptidique reconnue et clivée par des protéases 
surexprimées dans le milieu extracellulaire des tissus tumoraux. Ce clivage spécifique doit 
permettre l'activation de l'objet moléculaire par la libération d'une troisième partie dans le 
microenvironnement de la tumeur. La nature de cette troisième partie peut être adaptée en 
fonction de l'utilisation prévue pour l'objet moléculaire:  
- Pour l'utilisation de l'objet moléculaire à des fins diagnostiques, cette troisième partie 
pourrait être une molécule qui émet un signal de fluorescence lorsqu'elle est libérée 
(Figure 32). En effet, dans un microenvironnement sain, l'objet moléculaire doit 
garder son intégrité. La fluorescence est éteinte grâce à un transfert de l'énergie entre 
le fluorochrome et le "quencher". Par contre, dans un microenvironnement tumoral, la 
surexpression et l'hypersécrétion d'une protéase induit le clivage de l'objet moléculaire 
au niveau de sa partie peptidique. Le transfert d'énergie entre le fluorochrome et le 
"quencher" n'est plus assuré induisant une émission de fluorescence suite à une 
excitation. Cette fluorescence permettrait une localisation fine et précise de la lésion 
tumorale. 
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Figure 32: Fonctionnement de l'objet moléculaire en mode diagnostic. 
 
- Pour une utilisation de l’objet moléculaire à des fins thérapeutiques, la troisième partie 
consisterait en un principe actif anti-tumoral. Parmi toutes les stratégies décrites dans 
la littérature, notre choix s'est porté sur l'inhibition spécifique d'une glycosidase jouant 
un rôle important lors d'une étape de la progression tumorale. Dans un 
microenvironnement sain, l’objet moléculaire intègre ne devrait pas avoir d'effet 
inhibiteur sur la glycosidase qui resterait active pour accomplir son rôle 
physiologique. Ceci pourrait être possible par l'effet taille de l'objet moléculaire qui 
rendrait la partie inhibitrice inaccessible au site actif. Le clivage de l'objet moléculaire 
par une protéase au niveau du microenvironnement tumoral libèrerait l'inhibiteur qui 
bloquerait l'activité de la glycosidase et limiterait son action lors de la progression 
tumorale (Figure 33). 
Cette stratégie de ciblage thérapeutique pourrait présenter un grand intérêt dans le 
traitement de la tumeur grâce à une action anti-tumorale limitée au 
microenvironnement tumoral et bloquant d'une manière spécifique une étape décisive 
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de la progression tumorale. Ceci pourrait augmenter l'efficacité du traitement, d'une 
part et  réduire les effets secondaires au niveau des tissus sains, d'autre part. 
 
Figure 33: Fonctionnement de l'objet moléculaire en mode thérapeutique. 
 
 Le projet de conception de cet objet moléculaire devrait répondre à trois principaux 
objectifs: 
I. La conception d'un lien peptidique reconnu et clivé par les formes de la cathepsine D 
actives dans le microenvironnement tumoral, notamment la forme pro-cathepsine D 
(51 kDa). Ce peptide doit également pouvoir être modifié au niveau de ses deux 
extrémités N- et C-terminales par des fonctions chimiques adaptées pouvant assurer 
des liens stables avec les autres parties de l'objet moléculaire. 
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II. Le développement de modèles cellulaires simples qui simulent la complexité du 
microenvironnement tumoral et qui permettront l'optimisation et la validation de 
l'objet moléculaire à l'échelle in vitro. 
 
III. Le développement de molécules anti-tumorales pouvant être incorporées dans l'objet 
moléculaire pour assurer sa fonction thérapeutique. La régulation de l'angiogenèse 
dans le microenvironnement tumoral a été la stratégie thérapeutique choisie et ceci 
par l'élaboration d'inhibiteurs spécifiques de l'héparanase. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTATS 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PARTIE A: Conception de liens peptidiques sensibles à la cathepsine 
D active dans les conditions du microenvironnement tumoral. 
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 Le microenvironnement des cellules tumorales est caractérisé par des conditions 
extrêmes de stress comme l'hypoxie et l'acidification du milieu extracellulaire. Ces conditions 
de stress sont à l'origine de comportements anormaux adoptés par les cellules tumorales et 
stromales (Ronnov-Jessen et al., 1996).  
 Ces cellules surexpriment et hypersécrètent des enzymes hydrolytiques, notamment 
des protéases, dans le milieu extracellulaire (Hewitt & Danø, 1996). Ces hydrolases, sécrétées 
de manière pathologique, constitueraient une stratégie intéressante pour un ciblage spécifique 
des microenvironnement tumoraux (Razgulin et al., 2011). 
 Dans le contexte de notre projet de conception d'objet moléculaire de ciblage du 
microenvironnement tumoral, cette stratégie nous semble adéquate pour l'activation de l'objet 
et la libération spécifique de principes actifs dans le site de la tumeur. Ceci passe par 
l'incorporation de liens reconnus et clivés par une hydrolase associée aux 
microenvironnements tumoraux. 
 Le modèle de cancer mammaire a été choisi pour la conception et la validation des 
liens qui seront incorporés dans l'objet moléculaire. La cathepsine D, qui est une aspartyl-
protéase ayant fait l'objet de travaux au sein de notre équipe de recherche (Cohen et al., 2003; 
Fruitier et al., 1998) est associée à plusieurs pathologies et particulièrement aux cancers 
mammaires (Westley & May, 1996) pour lesquelles elle a été utilisée comme un marqueur de 
pronostic lié à un risque élevé de métastases (Fitzgibbons et al., 2000). 
 Le premier volet de nos travaux (Partie A) s'intéresse à la conception de liens 
peptidiques sensibles aux formes de cathepsine D actives dans les conditions du 
microenvironnement tumoral. Cette partie implique le développement et la validation de 
peptides substrats des formes de la cathepsine D actives dans le microenvironnement tumoral 
(Partie A-1) mais également le développement de modèles cellulaires qui miment 
l'hypersécrétion de formes actives de cathepsine D dans le microenvironnement tumoral. Ceci 
passe par la compréhension des facteurs qui influencent la sécrétion et l'activité de la 
cathepsine D dans le milieu extracellulaire des tumeurs solides (Partie A-2). 
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A-1: Développement et validation de peptides substrats des formes de la 
cathepsine D actives dans le microenvironnement tumoral. 
  
 La cathepsine D (CD) est synthétisé dans le réticulum endoplasmique sous la forme 
pro-cathepsine D (pCD, 52 kDa) qui subit différentes maturations aboutissant à une forme 
mature double chaine (34 + 14 kDa) retrouvée dans le lysosome (Zaidi et al., 2008).  
 Dans le contexte pathologique des cancers mammaires, la pCD (52 kDa) se retrouve 
hypersécrétée dans le milieu extracellulaire (Westley & May, 1996). Dans certaines 
conditions, la pCD qui est initialement inactive, est capable de s'auto-activer en une forme 
intermédiaire de 51 kDa et de cliver ses substrats à des pH similaires à ceux retrouvés au 
niveau des microenvironnements tumoraux (TME) (Beaujouin et al., 2010). 
 La partie A-1 de ces travaux présente la conception d'un lien peptidique incorporable 
dans l'objet moléculaire, reconnu et clivé par les formes actives de la cathepsine D, 
notamment la forme pro-cathepsine D (51 kDa) du microenvironnement tumoral. Ce peptide 
doit, également, pouvoir être modifié au niveau de ces deux extrémités N- et C-terminales par 
des fonctions chimiques adaptées pouvant assurer des liens stables avec les autres parties de 
l'objet moléculaire. 
 La réalisation de cet objectif est passée par l'étude des cinétiques d'hydrolyse de 5 
substrats peptidiques par la forme mature de la cathepsine D et la forme pro-cathepsine D 
activée. Ces études ont été réalisées dans différentes conditions de pH allant de milieux 
fortement acides (pH 3,7) caractéristiques des compartiments lysosomaux à des milieux 
légèrement acides retrouvés dans le microenvironnement tumoral (pH ≈ 6,5). Ces pH proches 
de la neutralité sont éloignés de ceux décrits comme optimaux pour l'activité des cathepsine D 
(pH ≈ 3,7). 
 Ceci a imposé l'étude de l'effet du pH sur l'activité et la sélectivité de la cathepsine D 
mature. Cette étude cinétique a montré qu'une augmentation du pH du milieu réactionnel 
entrainait une diminution de la vitesse de la réaction. Cependant, la spécificité de la CD 
mature n'était pas affectée par cette variation du pH. 
 Dans un second temps, une relation structure fonction, conduite avec 5 peptides 
modèles a permis d'étudier l'effet de la structure du substrat sur l'activité catalytique et la 
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sélectivité de la forme mature de la CD. Il a été démontré que la structure du substrat avait un 
effet important sur l'activité catalytique de la CD. Ainsi,  au delà de l'effet de la structure du 
peptide sur les paramètres cinétiques de la CD,  les modifications au niveau de cette structure 
induisent des changements au niveau de la sélectivité de la CD mais également au niveau de 
son comportement catalytique. En effet, un phénomène d'activation par le substrat a été 
observé pour les peptides auxquels étaient rajoutés des groupements de nature non-peptidique. 
En se basant sur d'autres études de la littérature, nous avons suggéré que cette activation par le 
substrat pouvait être liée à la nature amphiphile des peptides modifiés induisant un mécanisme 
d'activation interfaciale similaire à celui observé pour d'autres hydrolases comme les lipases.  
 Enfin, un peptide modifié (Peptide 5) par un groupement amino-oxyacétique du coté 
N-terminal et un groupement polyéthylène glycol du coté C-terminal, a été sélectionné 
comme meilleur candidat à l'incorporation dans le futur objet moléculaire. Le clivage de ce 
peptide par la pCD, forme majoritaire du microenvironnement tumoral, a été vérifié. Il a été 
démontré que la pCD hydrolysait ce peptide modifié (Peptide 5) à pH 6,5 avec la même 
sélectivité de clivage que celle obtenue avec la forme mature de la protéase, validant ainsi le 
lien peptidique sensible et activable par ces formes de la cathepsine D. 
 L'ensemble des résultats de ces travaux sont regroupés dans un article publié en 
novembre 2013 dans le journal "Biochimie" (Volume 95, Numéro 11) sous le titre 
"Cathepsin D activity and selectivity in the acidic conditions of a tumor 
microenvironment: Utilization in the development of a novel Cathepsin D substrate for 
simultaneous cancer diagnosis and therapy". 
 Les données présentées apportent une meilleure compréhension du 
comportement cinétique des CD dans les conditions pathologiques développées par les 
microenvironnements tumoraux. Ces connaissances fondamentales peuvent désormais, 
être exploitées pour le développement d'outils de diagnostic et de thérapie plus 
spécifiques des cancers pour lesquels les formes actives de la cathepsine D sont 
fortement sécrétées. 
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A-2: Influence des conditions hypoxiques et de l'acidification du 
microenvironnement tumoral sur la sécrétion de formes actives de la 
cathepsine D par les cellules de la lignée tumorale mammaire MCF7. 
  
 La partie A-1 a permis la conception d'un lien peptidique sensible et activable par les 
formes de la cathepsine D actives dans le microenvironnement tumoral. La structure chimique 
de ce lien a été validée à l'aide d'un modèle enzymatique simple dans un milieu homogène. 
Cette approche a été certes nécessaire pour sélectionner le meilleur candidat à l'incorporation 
dans l'objet moléculaire, mais le microenvironnement tumoral est un milieu extrêmement 
complexe et hétérogène impliquant des conditions qui ne se résument pas à une simple 
variation de pH. 
 Conscient des limites liées au modèle enzymatique utilisé, nous avons entrepris le 
développement de modèles qui soient simple à mettre en place et qui miment au mieux les 
conditions physicochimiques du microenvironnement tumoral. Les modèles de culture 
cellulaire peuvent répondre à ce besoin et nous permettre de valider les différentes étapes de 
la construction de l'objet moléculaire. 
 Les cellules de la lignée tumorale mammaire MCF7 expriment la pro-cathepsine D 
dans leur milieu extracellulaire (Vignon et al., 1986). Cependant, peu d'information existe sur 
l'effet de certaines conditions physicochimiques caractéristiques des microenvironnements 
tumoraux sur la sécrétion et l'activité de différentes formes de la cathepsine D. 
 Le microenvironnement tumoral est caractérisé par des conditions particulières, de 
stress hypoxique dû à une faible concentration en oxygène et de faible pH due à la forte 
concentration en dioxyde de carbone et en métabolites tel que l'acide lactique (Brahimi-Horn 
et al., 2007; Smallbone et al., 2005). Ces conditions hostiles induisent des modifications 
comportementales des cellules tumorales et de celles qui les entourent. De ce fait, certaines 
molécules notamment des enzymes sont surexprimées et/ou hypersécrétées dans le milieu 
extracellulaire. 
 La cathepsine D, qui semble être une protéase exclusivement lysosomale en condition 
normale, est retrouvée dans sa forme pro-cathepsine D (52 kDa) dans le milieu extracellulaire 
de plusieurs cellules tumorales et à des quantités significativement élevées dans le sérum des 
patientes atteintes de carcinomes mammaires métastatiques (Brouillet et al., 1997; Jarosz et 
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al., 1995). Bien que les causes de cette sécrétion anormale soient encore inexpliquées, le rôle 
de la pro-cathepsine D dans la progression tumorale est soutenue par plusieurs études (Dian et 
al., 2014; Masson et al., 2010; Westley & May, 1996). 
 Dans la partie A-2, nous nous sommes proposés d'étudier l'influence des conditions de 
culture en hypoxie et de l'acidification du milieu sur la sécrétion des formes actives de la 
cathepsine D par les cellules de la lignée tumorale mammaire MCF7 afin de pouvoir disposer 
d'un modèle simple mimant au mieux les conditions hostiles développées par le 
microenvironnement tumoral. 
 Dans cet objectif, l'activité cathepsine D a été mesurée dans les milieux conditionnés 
par les cellules MCF-7 cultivées dans des conditions de normoxie, d'hypoxie et d'acidification 
du milieu. Par ailleurs, les formes de cathepsine D présentes dans le milieu extracellulaire ont 
été identifiées par des techniques de transfert de protéines (Western-blot) moyennant 
l'utilisation d'un anticorps dirigé contre les différentes formes de la cathepsine D (pCD 52 
kDa, pCD 51 kDa, CD 48 kDa.et CD 34 +14 kDa). 
 Dans un premier temps, nous avons montré que dans les conditions de normoxie et 
d'hypoxie, la forme pro-cathepsine D semblait être la seule forme sécrétée dans le milieu 
extracellulaire par les cellules MCF-7. De plus, la culture dans des conditions hypoxiques 
induisait une augmentation des quantités de pro-cathepsine D sécrétées dans le milieu 
extracellulaire. Les quantités de pro-cathepsine D sont en corrélation avec son activité qui est 
significativement plus importante dans les milieux conditionnées des cellules MCF-7 
cultivées en hypoxie que dans ceux issus des cellules cultivées en normoxie. 
 Dans un second temps, nous avons étudié l'effet de l'acidification du milieu 
extracellulaire sur la sécrétion et l'activité enzymatique de la cathepsine D dans les 
surnageants de culture des cellules MCF-7. La diminution du pH du milieu extracellulaire 
semble avoir induit la sécrétion d'une forme mature de la cathepsine D qui est normalement 
lysosomale. 
 Ces observations semblent indiquer que les mécanismes de sécrétion des formes 
actives de la cathepsine D dans le milieu extracellulaire sont différents en fonction des 
conditions de culture. Tandis que l'hypoxie parait affecter le routage de la pCD entre le 
compartiment intra et extracellulaire, l'acidification pourrait être à l'origine d'une 
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redistribution et relocalisation anormale des lysosomes dans la périphérie des cellules 
induisant le relargage du contenu lysosomale dans le milieu extracellulaire. 
 L'ensemble de ces résultats sont regroupés dans un deuxième article, en 
préparation en vue d'une soumission dans le journal "Molecular Cancer Research" sous 
le titre: "Effect of hypoxia and extracellular acidification on Cathepsin D secretion by 
MCF-7 tumor cell line in vitro". 
 Les résultats de ces travaux ont permis de mettre en évidence l'effet de certaines 
conditions physicochimiques retrouvées dans le microenvironnement tumoral sur la 
sécrétion des formes actives de la cathepsine D suggérant l'hypothèse d'altération dans 
l'adressage lysosomal de la cathepsine D. 
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Abstract 
 
The microenvironments that surround tumor cells are characterized by hypoxic conditions and 
extracellular acidity. These hostile conditions induce many changes in cell behavior and can 
promote the secretion of many soluble factors such as enzymes. Pro-Cathepsin D (pCD) is an 
aspartyl endopeptidase which is over-expressed in many tumors, including breast cancer. This 
over-expression generally leads to its secretion into the extracellular medium of cancer cells. 
Moreover, pCD can auto-activate and cleave its substrates at an acidic pH similar to that 
found in tumor microenvironments (TME). In this study, we investigate the effect of hypoxia 
and extracellular acidification on the secretion of the active form of Cathepsin D (CD) by 
MCF-7 cells in vitro. The activity of CD was measured in conditioned culture medium 
obtained after cultivating MCF-7 in normal and hypoxic conditions at different pH. Moreover, 
a Western blot analysis using a CD-specific antibody was performed to identify the form of 
the secreted CD. Hypoxia was found to increase the level of active pCD in the extracellular 
culture medium compared to normoxia. On the other hand, acidification of the extracellular 
medium reduced the amount of extracellular pCD. Moreover, mature CD was secreted if the 
cells were cultivated in acidic pH. These data provide a better understanding of the factors 
that influence CD secretion in tumor microenvironment conditions and provide new 
arguments in favor of the role of CD in the proteolysis and degradation of extracellular matrix 
proteins. 
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1. Introduction 
 
The tumor microenvironment (TME) is heterogeneous, consisting of cells, soluble factors, 
signaling molecules, extracellular matrix proteins and mechanical cues that surround and feed 
a tumor cell (1). TME conditions are considerably different from those of normal tissues 
because most tumors develop a pathophysiological microenvironment characterized by low 
oxygen levels (hypoxia) (2), low glucose concentration (3) and micro-acidic conditions (4). In 
addition, a variety of hydrolytic enzymes are over-expressed by tumor cells; they are activated 
during the different stages of tumor progression and are often hypersecreted in the TME (5). 
Cathepsin D (CD, EC 3.4.23.5) is a lysosomal aspartyl endopeptidase present in all healthy 
cells and tissues (6). CD is synthesized as a pre-pro-Cathepsin D (ppCD) in the rough 
endoplasmic reticulum. After cleavage of the signal peptide, the 52 kDa pro-Cathepsin D 
(pCD) is glycosylated at asparagine residues 70 and 199 with two N-linked oligosaccharides 
(7). This glycoprotein is transferred to the Golgi apparatus where the mannose of the 
oligosaccharide is phosphorylated (8, 9). The pCD is targeted to the late endosome by means 
of the mannose-6-phosphate receptor (M6P-R) and matures into an active double chain form 
(10). Numerous physiological functions have been suggested for CD based on its enzymatic 
activities and its ability to cleave structural and functional proteins and peptides. Moreover, 
CD can interact with many molecules independently from its catalytic activity and it 
influences cell signaling (11). CD has been associated with several pathologies, including 
cancer, and it is associated with tumor progression, angiogenesis and metastasis. 
In some tumors, pCD escapes the normal targeting mechanisms and can be hypersecreted into 
the extracellular space. At slightly acidic pH, the secreted pCD undergoes partial maturation 
and becomes active (12,13). Therefore, an increase in pCD level is observed in several human 
neoplastic tissues like breast (14), thyroid (15) and prostate sarcoma (16). This hypersecretion 
is associated with tumor invasive phenotypes. 
Based on these data, CD is considered a promising target for cancer therapy. In our 
laboratory, we have focused on CD as an entry point to innovative cancer treatments (17–19). 
Our objective is to design a new molecular technology that will enable us to visualize and 
deliver drugs specifically to the TME of breast cancer by exploiting the unique pathological 
patterns of the TME (micro-acidic extracellular pH associated with hypersecreted pCD). 
Résultats : Partie A-2 
100 
 
Moreover, the ability to evaluate specific enzyme activity in vivo would thus have 
considerable clinical applications such as the improvement of early detection of diseases and 
targeted drug delivery to localized areas or tissues. 
In a previous study we validated a novel peptide substrate which is a part of a new device for 
TME targeting (18). We demonstrated its ability to be recognized and cleaved by pCD and the 
mature double chain CD in pH conditions similar to those found in the TME (i.e. pH 6.8). As 
the complexity of the TME must be taken into consideration in the future development of the 
new device, we need to dispose of an in vitro model where active Cathepsin D secretion is 
understood and controlled. 
To attain these objectives, the well known MCF 7 cell line was cultivated in the hypoxic and 
acidic conditions created by solid mammary tumors, and the consequences of this type of 
environment on the secretion and activity of CD were explored. 
In this study, we attempted to understand the effect of hypoxic and acidic conditions on the 
activity and the form of CD that is secreted in the environment of the MCF-7 cell line in vitro. 
First of all, a fluorogenic substrate was used to measure the CD activity in conditioned culture 
medium obtained by the culture of the MCF-7 cell line in hypoxic and medium acidification 
conditions. Then, a Western blot using a CD-specific antibody was performed to investigate 
the effect of culture conditions on the secreted form of CD. 
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2. Materials and methods 
 2.1. Materials 
All reagents, unless otherwise specified, were purchased from Sigma Aldrich® (St Quentin 
Falavier, France). Recombinant pCD (52 kDa), which is more than 95% pure, was purchased 
from R&D systems® (USA). CD activity was measured using a fluorogenic peptide 
(R[K-DNP]LRFFLIPK[G-MCA]) supplied by Sigma Aldrich® (MCA: 
7-Methoxycoumarin-4-Acetyl and DNP: dinitrophenyl). The MCF-7 cell line was purchased 
from ATCC. Opti-MEM® Reduced-Serum Medium with glutaMAXTM, Fetal bovine serum 
(FBS), Fungizone and Gentamicine was purchased from Life Technologies (France). 
 2.2. Cell culture 
The MCF-7 human mammary carcinoma cell line was maintained and grown at 37°C as a 
monolayer in a complete medium: Opti-MEM® Reduced-Serum Medium with glutaMAXTM 
supplemented with 2 % heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (56°C, 1 h), 0.1% 
Fungizone and 0.2% Gentamicine. 
Hypoxic and acidification conditions were obtained in 6 well plates in a final volume of 1 mL 
of culture medium with a starting cell number of 1 × 104 cells per well. 
For hypoxic experiments, the 6 well plates were placed in an airtight chamber flushed with a 
gas mixture containing 94% nitrogen, 5% carbon dioxide and 1% oxygen. Exactly equal 
temperatures were maintained for all treatment groups by sealing and placing the chamber 
inside the incubator used for normoxic conditions.  
For acidification conditions, the pH of the complete medium was adjusted to 7.5, 6.5, 6.0 and 
5.6 with 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) buffer before the inoculation of MCF 7 
cells. 
Conditioned culture media were harvested from the wells after 24 h, 48 h and 72 h, 
centrifuged at 700 g for 5 min, filtered with a 0.22 µm syringe filter unit (Millex-GV, PVDF 
33 mm, Merck Millipore) and stored at -80°C until analysis. Cells were harvested from each 
well with trypsin EDTA, centrifuged at 700 g for 5 min, and counted visually in 
hemocytometer chambers. Trypan blue was used to assess their viability. 
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 2.3. Kinetics assays of CD using the fluorogenic substrate 
Cathepsin D activity was measured in conditioned culture medium using a fluorogenic 
peptide. Hydrolysis of the fluorogenic peptide (final concentration of 5 µM) was performed in 
white 96 half-well plates (Corning® #3693) using a BMG Labtech Fluostar Omega 
spectrofluorometer. The reaction was conducted with 5 µL of conditioned culture medium in 
a final volume of 100 µL and at 37°C.  Three different buffers were used to adjust the reaction 
pH: Sodium acetate buffer (for pH 3.7, pH 4.5 and pH 5.6), Sodium MES Buffer (for pH 5.6, 
pH 6 and pH 6.5) and Sodium MOPS (for pH 6.5 and pH 6.8). The fluorescence was 
measured at λem=390 nm and λex=330 nm with an interval of 20 seconds. A negative control 
was obtained by the addition of complete culture medium and a positive control by the 
addition of active pro-cathepsin D and mature double chain Cathepsin D (Final concentration 
of 1 ng/µL). Moreover, Pepstatin A (5 µM) was systematically used as an aspartyl protease 
inhibitor for all conditions (20). 
 2.4. Western blot 
Goat anti-human cath-D was obtained from R&D Systems. Goat anti-mouse and mouse anti-
goat IgG-peroxidase conjugates were supplied by Sigma-Aldrich. The human Cathepsin D 
used as a control was supplied by Calbiochem. Samples (50 µL) taken from the culture 
medium of MCF-7 cell were separated by SDS-PAGE on 15% gels (prestained molecular 
masses; Precision Plus Protein Standards; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and electroblotted 
onto nitrocellulose membranes. These membranes were first incubated with the primary 
antibody (1 µg/ml, in PBS, 0.1% Tween, and 5% dried milk for 1 h at room temperature), 
then with the secondary IgG-peroxidase conjugate for 1 h at room temperature. Proteins were 
detected by chemiluminescence (ECL Plus Western blotting detection system; Amersham 
Biosciences). 
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3. Results and discussion 
 
 3.1. Effect of hypoxia on the production of cathepsin D by MCF-7 cell line 
 
The effect of hypoxia on CD secretion by the breast cancer cell line MCF-7 was investigated. 
MCF-7 cells were cultivated in normoxic or hypoxic conditions for 24 h, 48 h or 72 h. After 
incubation, adherent cells were removed by trypsin treatment and the number of cells was 
counted in a hemocytometer chamber using trypan blue exclusion to assess cell viability. 
Figure 1 presents the effect of normoxic and hypoxic culture conditions on MCF-7 viable cell 
number (A) and viability (B).  
 
 
Figure 1: Effect of normoxic and hypoxic culture conditions on MCF7 viable cell number 
(A) and on cells viability (B). MCF7 cells were cultured in normoxic or hypoxic conditions 
for 24 to 72 hours. Adherent cells were removed by trypsin treatment and counted with a 
hemocytometer. The percentage of dead cells was determined by trypan blue exclusion. The 
error bar represents the standard deviation of at least one separate triplicate run.  
 
After 24 h of incubation, the number of living cells reached 1.1 × 106 (± 0.04 × 106) cell/mL 
for plates cultured in normoxic conditions and 1.083 × 106 (± 0.062 × 106) cell/mL for plates 
cultured in hypoxic conditions. While the number of living cells cultured in normoxic 
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conditions increased progressively to attain 1.74 × 106 (± 0.199 × 106) cell/mL after 72 h, the 
number of living cells cultured in hypoxic conditions remained stable after 48 h before 
decreasing to 0.82 × 106 (± 0.074 × 106) cell/mL after 72 h of incubation. At an early stage of 
culture, MCF-7 cell proliferation did not seem to be affected by the hypoxic stress. However, 
cells that were cultured in hypoxic conditions seem to be less resistant at the later stage of 
culture.  
In order to verify the presence of CD in the extracellular medium and to identify its form, 
Western blot analysis was performed on the conditioned culture medium using a CD-specific 
antibody. Note that the antibody used doesn't distinguish between the different forms of 
Cathepsin D.  
 
Figure 2: Western blot analysis of conditioned culture medium obtained after cultivation of 
the MCF-7 cell line in hypoxic and normoxic conditions for 24h, 48h and 72h. A corresponds 
to the positive control MCF7 cell lysate (10µg of total protein) B: MCF-7 conditioned media 
(7 days) (5ng of Cathepsin D). 
 
The Western blot results that are presented in Figure 2 show the presence of only one form of 
Cathepsin D with a molecular weight of about 52 kDa, corresponding to the pCD form. The 
absence of the mature 34 kDa CD that is normally located in the lysosome indicates that cell 
lysis, which could release mature CD, was extremely limited in all tested conditions. These 
results confirm many previous studies that demonstrate the over-expression and secretion of 
the pCD form by the MCF-7 cell line (21). 
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On the other hand, the intensity of the pCD band increased with time, indicating a higher 
concentration of pCD at later culture times.  Moreover, the band obtained after a 72 h 
incubation under hypoxic conditions was very intense and attested the presence of a high 
quantity of pCD in these conditioned culture media. The 52 kDa pCD form is usually 
considered to be catalytically inactive although it has been demonstrated that this form, which 
is produced by a catalytic reaction, can have a proapoptotic effect (22). Therefore, the 
hypersecretion of pCD may be explained by an increase in the number of apoptotic cells 
induced by hypoxia, which is known to trigger apoptosis in many cell lines (23,24). 
Nevertheless, it was shown that pCD can auto-activate into a 51 kDa form that has enzymatic 
activity (12,13) and this auto-activation, which until now has only been observed in vitro, 
involves the intramolecular proteolysis of 26 amino acid residues to yield an active form (25). 
We assessed the activity of pCD in the conditioned culture medium using a fluorogenic 
substrate. 5 µL of conditioned culture medium were incubated with the fluorogenic peptide at 
pH 3.7, which is the optimal pH for CD activity (18). Fluorescence intensity was monitored 
over time and the product concentration was calculated using a standard curve obtained with 
pure MCA, which is the fluorescent molecule used for labeling the peptide substrate. 
 
 
Figure 3: Change over time in the concentration of the product obtained from the hydrolysis 
of a fluorogenic peptide by the enzyme in conditioned culture media at pH 3.7 (A) and the 
corresponding initial rate (B). The error bar represents the standard deviation of at least three 
values obtained from separate conditioned culture media. 
Figure 3.A shows the change in concentration of the product obtained from the hydrolysis of 
the fluorogenic peptide using enzymes presents in the conditioned culture media. Note that all 
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the experiments were performed with or without Pepstatin A, which is a specific inhibitor of 
aspartyl proteases. No cleavage was observed at pH 3.7, neither in the reaction carried out 
with the negative control (i.e. complete culture medium before conditioning with MCF-7 
culture), nor in the reactions where pepstatin A was added (data not shown). These data 
confirm that the observed catalytic activity was due to an aspartyl protease produced by the 
cells. Moreover, at acidic pH, the fluorogenic peptide that was used is known to be 
specifically cleaved by aspartyl proteases such as Cathepsin D and E (26). Cathepsin E is only 
produced by certain types of cells (27) and, to our knowledge, its production by the MCF-7 
cell line has never been reported. Added to the Western blot results that confirm the presence 
of pCD in the extracellular medium, these data seem sufficient to confirm that pCD is 
responsible for the observed enzymatic activity at pH 3.7.  
It is also worth noting that the product appeared after a latency period that seemed to be the 
same at all kinetics obtained with the tested culture conditioned medium. This latency period 
may correspond to the pre-steady-state that occurs before the enzyme-substrate complex is 
formed at the same rate that it decomposes. Another possibility is that this latency 
corresponds to the auto-activation period of pCD when it is produced in an inactive 52 kDa 
form. In order to verify if the pCD present in the reaction medium was active or if it was 
activated after a decrease in pH to 3.7, the conditioned reaction medium was incubated at pH 
3.7 for one hour prior to the addition of substrate, which is generally sufficient for a complete 
auto-activation of pCD (18,21). An example of the change in the products during the reaction 
catalyzed by 72 h hypoxia-conditioned culture media, pre-activated or not, is presented in 
Figure 4.A. Commercial 52 kDa pCD, either activated or not, was also used and the results 
are presented in the same Figure. Apart from a slight increase in the reaction rate with the pre-
activated conditioned culture medium, a similar latency period was observed whether the 
reaction was catalyzed by pre-incubated conditioned culture medium or not. Moreover, the 
same latency period was observed with commercial recombinant pCD that was pre-activated 
by incubation at pH 3.7 for one hour. These data support the hypothesis that the latency 
period does not reflect a pre-activation period but almost certainly the pre-steady-state period, 
which seems to be exceptionally long for this enzyme. This latency period was observed in 
many previous studies with the pro-form of CD (18,28). The slight increase in the reaction 
rate may reflect the activation of a certain quantity of enzyme but most of the pCD seems to 
be active already. This observation suggests that the secreted pCD can be activated even if the 
cells are placed at a neutral physiological pH and provides new arguments in favor of the role 
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of pCD in the proteolysis and degradation of extracellular matrix proteins in the tumor 
microenvironment. Nevertheless, we were not able to assess if the pCD was secreted in an 
active form or an inactive form which is subsequently activated in the extracellular media. In 
the latter case, the activation mechanism could either be through auto-activation by 
intramolecular proteolysis or by another mechanism.  
 
Figure 4: Change over time in the concentration of the hydrolysis product of the fluorogenic 
peptide, using pre-activated or standard conditioned culture media, at pH 3.7 (A) and the 
effect of reaction pH on pCD activity (B). The error bar represents the standard deviation of at 
least three values obtained from separate conditioned culture media. 
On the other hand, the activity of pCD was verified at a higher pH. It should be remembered 
that all the experiments were systematically carried out with or without Pepstatin A. Figure 
4.B shows the effect of the pH of the reaction medium on the rate of substrate cleavage by 
pCD. These values were calculated by subtracting the cleavage rates obtained in the presence 
of pepstatin A from those obtained without pepstatin A; the rates correspond.  Surprisingly, at 
a pH above 4.5, the substrate was cleaved by an enzyme that was not inhibited by Pepstatin A. 
The loss of the entire catalytic activity at pH 3.7 in the presence of Pepstatin A confirmed that 
this enzyme was not active at this acidic pH (supplementary data). On the other hand, since 
the entire activity was maintained at pH values higher than 6, this proved that pCD was not 
active at these pH levels in these conditions. pCD is known to be active only at acidic pH, like 
the mature form of Cathepsin D. However, we previously demonstrated that pCD can be 
active at a higher pH in specific conditions such as in the presence of phospholipid micelles 
(18).  
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The initial rates were measured as the slope of the linear segment of the kinetics plot for the 
product. Figure 3.B shows the initial rate of hydrolysis of the fluorogenic peptide using pCD 
in the conditioned culture media. The initial rate of substrate cleavage by conditioned culture 
medium obtained in hypoxic conditions was always significantly higher than that of 
conditioned culture medium obtained in normoxic conditions. For example, in hypoxic 
conditions the cleavage rate was 0.72 (± 0.04) µM/h after 72 h of incubation, which was 
approximately 1.5 fold higher than the cleavage rate in normoxic conditions at this time point. 
The increase in the initial rate of substrate hydrolysis using the active form of CD may be due 
either to an increase in quantity of the active form in the extracellular culture medium, or to 
the presence of an activator or the absence of an inhibitor in these media. However, the results 
of the Western blot analysis, which is a semi-quantitative method, confirmed that the 
quantities of pCD increased with time and that the hypoxic conditions induced a high level of 
secretion of pCD after 72 hours of incubation. Therefore, the hypothesis concerning a role for 
an activator or the absence of an inhibitor would not appear to be valid.  
Moreover, the pCD activity did not correlate with the number of cells obtained after culture. 
In fact, although culture in hypoxic conditions resulted in a lower number of cells, the 
quantity of pCD seemed to be higher in these conditioned culture media than in normoxic 
conditions. This observation indicates that hypoxia induced an over-production of pCD in the 
extracellular medium. This over-production may be due to many factors such as mRNA over-
expression and/or up-regulation of translation and/or hyper-secretion of the pCD form in the 
extracellular medium.  
Whatever the reason for this over-production, hypoxia seems to induce a high over-production 
of pCD by the MCF-7 cell line. Hypoxia-inducible factor (HIF-1) plays a crucial role in the 
regulation of genes involved in the hypoxia adaptive pathway (29). Some studies showed that 
HIF-1 induces the up-regulation of certain proteases, including CD, in human colon 
carcinoma cell HCT116 (30) and human prostatic carcinoma (31) transfected by a 
recombinant plasmid containing HIF-1 genes. However, Bando et al (32) reported the up-
regulation of about 600 genes out of 12 625 genes tested in MCF-7 cultivated for 24 h under 
hypoxia. The CD gene was not mentioned as one of the up-regulated genes in this work. On 
the other hand, hypoxia inhibits the secretion of CD by the GH4C1 Pituitary Adenoma Cell 
Line (33). In pituitary adenoma in vivo, the expression of CD seems to be independent of 
HIF-1 factor expression (34). 
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Hypoxia is a stress that induces a change in cell metabolism, including acid-extrusion by 
active transport phenomena (35). The pH of the conditioned culture medium was measured 
and it was found that hypoxia resulted in a slightly higher acidification of the medium than 
normoxia (after 72 h of incubation, the pH values were 7.28 (± 0.05) and 7.17 (± 0.02) for 
normoxic conditioned culture medium and hypoxic conditioned culture medium, 
respectively). This acidification may be the reason of the pCD hyper secretion. 
  
 3.2. Effect of acidity on the production of cathepsin D by MCF-7 cell line 
 
The effect of media acidity on the CD secretion by MCF-7 cells was investigated. MCF-7 
cells were cultivated in media acidified to different pH using MES buffer (7.5-5.6). In fact, 
the pH in the tumor microenvironment is lower than what is found in normal tissue and can be 
as low as 5.6 in some cases (36). Figure 5 presents the effect of the pH of the medium on 
MCF-7 growth and viability.  
 
 
Figure 5: Effect of the pH of the culture medium on MCF7 viable cell number (A) and 
viability (B). MCF7 cells were cultured in medium buffered with MES at pH 7.5, 6.5, 6 and 
5.6 for 24 to 72 hours. Adherent cells were removed by trypsin treatment and counted with a 
hemocytometer. The percentage of viable cells was determined by trypan blue exclusion. The 
error bar represents the standard deviation of at least one separate triplicate run. 
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At pH 7.5 the number of cells per mL increased progressively over time to reach 2.15 × 106 (± 
5 × 104) cell/mL after 72h. When the culture medium pH was decreased, the number of viable 
cells per mL decreased. In fact, after 72h of culture the number of viable cells per mL was 
1.46 × 106 (±10  × 104) cells/mL at pH 6.5 and only reached 6.6× 104  (± 2.8  × 104) cells/mL. 
On the other hand, the number of viable cells continued to increase after 72 h at pH 7.5, 
remained stable at pH 6.5 and decreased at pH 6 and 5.6. These data allow us to conclude that 
the MCF-7 breast cell line grows better in media at neutral pH and that the acidification of the 
medium reduced cell growth and resistance. 
In order to investigate the presence of CD in the conditioned culture medium and to identify 
its form, a Western blot analysis was performed on the conditioned culture medium using a 
CD-specific antibody. Figure 6 shows the Western blot results obtained with the conditioned 
culture medium harvested after culture of MCF-7 at the different pH values.  
 
 
Figure 6: Western blot analysis of conditioned culture media obtained after cultivation of the 
MCF-7 cell line at pH 7.5, 6.5, 6 and 5.6 for 24h, 48h and 72h. (A) corresponds to the positive 
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control MCF7 cell lysate (10µg of total protein) and (B) to MCF-7 conditioned media (7 
days) (5ng of cathepsin D) 
 
Only the pCD form was detected in media obtained after culture at pH 7.5, with a band 
intensity that seemed to increase with incubation time.  However, a certain amount of the 
mature form of CD was detected in the media at a more acidic pH. The intensity of the bands 
increased with time, except at pH 5.6. Moreover, the amount of pCD seemed to decrease in 
the extracellular medium at acidic pH. CD activity in the conditioned culture medium was 
investigated. The amount of product was measured as the slope of the linear segment of the 
kinetics plot of the product.  
 
 
Figure 7: Rate of product production measured in the conditioned culture medium obtained 
after cultivating the MCF 7 cell line in media buffered with MES to different pH. The error 
bar represents the standard deviation of at least three values obtained from separate 
conditioned culture media. 
 
The activity of CD in the conditioned culture medium was measured using a fluorogenic 
peptide at pH 3.7, which is the optimal pH for CD activity. We focused on the fact that only  5 
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µL of conditioned medium were added to each reaction well (100 µL final volume). With this 
volume, the pH of the conditioned medium didn't affect the pH of the final reaction media. 
Pepstatin A was systematically used for all conditions in order to confirm the aspartic 
protease activity.  Fluorescence intensity was monitored over time and the product 
concentration was calculated using a standard curve obtained with pure MCA, which is the 
fluorescent molecule used for labeling the peptide substrate. Figure 7 shows the initial rate of 
production of the fluorogenic peptide hydrolysis product with all the active CD forms in 
conditioned culture media. At physiological pH (pH 7.5), the production rate increased 
progressively with time. However, at a more acidic pH CD activity was roughly stable over 
time and seemed to be independent from the pH of the culture medium. Indeed, there was no 
significant difference between the rates measured in conditioned culture medium obtained 
after cultivating MCF-7 at pH 6.5, 6 and 5.6. Moreover, for medium harvested after 24 h, the 
rates were higher in low pH media (pH 6.5, 6, and 5.6) than for physiological pH media (pH 
7.5). Nevertheless, we were not able to draw conclusions concerning the amount of active CD 
since the different forms of CD that are present in the conditioned culture medium are 
characterized by different activities. In fact, mature CD is known to be more active than pCD 
(18). 
The presence of mature CD in the extracellular medium may be due to cell lysis, which 
releases the intracellular content into the extracellular media. However, in addition to the fact 
that observations under a microscope didn't reveal the presence of cell debris in the medium 
(data not shown), neither the intensity of the bands obtained in the Western blot analysis nor 
the enzymatic activity in the conditioned culture medium correlated with the number of cells 
obtained with each condition. A different hypothesis may explain the presence of mature CD 
in the extracellular medium. The acidification of the extracellular media has been shown to 
affect the size, the number and the localization of lysosomes in some tumor cell lines, 
including breast cancer cell lines (37,38). In tumor cells that are exposed to acidic 
extracellular media, the lysosomes are displaced to the cell periphery by extracellular acidosis 
and this may facilitate the exocytosis of these lysosomes, increasing secretion of degradative 
enzymes such as mature CD. 
4. Conclusions 
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In this work, we investigated the effect of hypoxia and extracellular acidification on the 
secretion of CD by the MCF-7 breast cancer cell line. Hypoxia was found to increase the level 
of active pCD in the extracellular culture medium compared to normoxic conditions. On the 
other hand, acidification of the extracellular medium reduced the amount of extracellular 
pCD. Moreover, mature CD was secreted if the cells were cultivated in acidic pH. These data 
provide us with a better understanding of the factors that influence CD secretion in tumor 
microenvironment conditions and give new arguments in favor of the role of CD in the 
proteolysis and degradation of extracellular matrix proteins. Further investigation is ongoing 
to enhance our knowledge of the role of CD in tumor progression. This work may contribute 
to the development of more specific tools for diagnosis and drug delivery. 
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Supplementary data 
 
Supplementary figure 1: Effect of the reaction pH on the rates of products apparition 
catalyzed by proteases in the conditioned culture medium obtained after cultivating MCF-7 
cell in hypoxic conditions for 72 h in absence (A) or in presence of pepstatin A (B). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PARTIE B: Elaboration d'oligosaccharides bioactifs pour le 
traitement des tumeurs 
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 L'objectif de ce travail consiste en la mise au point d'une technique originale de 
dépolymérisation permettant la production d'héparines caractérisées par des poids 
moléculaires et des degrés de sulfatation contrôlés afin d'étudier l'effet de ces paramètres sur 
les activités anticoagulantes (Partie B-1) et l'activité anti-héparanase (Partie B-2) de ces 
héparines. 
 
B-1: Conception d'héparines de bas poids moléculaires ayant une activité 
anticoagulante. 
 
 Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) sont utilisées comme agents 
anticoagulants et constituent une alternative à l'héparine non fractionnée (HNF), qui est à 
l'origine d'effets indésirables graves tels que la thrombocytopénie induite par l'héparine (TIH). 
Les médicaments commerciaux sont produits soit par dépolymérisation enzymatique qui est 
une technique coûteuse, soit par des méthodes chimiques qui induisent des réactions 
secondaires réduisant l'efficacité et le rendement des produits finaux. 
 Dans la partie B-1 de nos travaux, nous présentons l'utilisation originale d'une 
méthode physico-chimique pour la dépolymérisation d'héparine. Cette méthode consiste en 
une dépolymérisation radicalaire catalysée par le peroxyde d'hydrogène et assistée par les 
ultrasons. 
 Les héparines de bas poids moléculaire obtenues par cette technique ont été 
caractérisées par la détermination de leurs poids moléculaires et de leurs degrés de sulfatation. 
Par la suite, leurs activités anticoagulantes sont évaluées par la mesure de leurs activités 
inhibitrices du facteur Xa et du facteur IIa, deux enzymes clés intervenant dans la régulation 
de la cascade de la coagulation sanguine. 
 Les HBPM qui sont produites en utilisant la méthode physicochimique ont un poids 
moléculaire moyen et des propriétés anticoagulantes (anti-Xa et anti-IIa) comparables à quatre 
HBPM commerciales utilisées en clinique. La dépolymérisation radicalaire assistée par les 
ultrasons a conduit à des produits hépariniques caractérisés par un indice de polydispersité 
remarquablement faible, ce qui traduit une meilleure homogénéité sur le plan des poids 
moléculaires et est indispensable pour une application pharmaceutique. 
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 En comparaison avec une autre HBPM produite par β-élimination enzymatique 
catalysée par l'héparinase I de Flavobacterium heparinum, la dépolymérisation 
physicochimique de l'héparine induit un nombre plus faible d'oligosaccharides comportant 
moins de cinq unités mono-saccharidiques. Cela contribue à une meilleure préservation des 
séquences pentasaccharidiques de liaison à l'ATIII et se traduit par l'obtention d'un ratio Anti-
Xa/Anti-IIa élevé (1,86). L'augmentation de ce rapport en faveur de l'activité anti-Xa présente 
un avantage thérapeutique (Antman & Handin, 1998). 
 Cependant, il s'est avéré que la méthode de dépolymérisation radicalaire assistée par 
les ultrasons induit une désulfatation au niveau de la chaine saccharidique. Les HBPM 
obtenues en utilisant cette méthode physicochimique présentent un degré de sulfatation 
inférieure aux autres HBPM, ce qui semble être à l'origine d'une baisse des activités anti-Xa 
(143,62 U/mg ± 5,42) et anti-IIa (77,07 U/mg ± 4,4). 
 Cet article a été publié en Avril 2013 dans le journal "Carbohydrate polymers" 
(Volume 97) sous le titre "Ultrasonic-assisted preparation of a low molecular weight 
heparin (LMWH) with anticoagulant activity". 
 Ces travaux originaux ont démontré l'intérêt du procédé de dépolymérisation 
radicalaire assistée par les ultrasons pour la conception d'héparines de bas poids 
moléculaire possédant des activités anticoagulantes comparables à certains médicaments 
anticoagulants commerciaux. 
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B-2: Conception d'héparines de bas poids moléculaire ayant une activité 
anti-héparanase 
  
1. Introduction 
 L'angiogenèse tumorale, qui permet la vascularisation des tissus tumoraux, est une 
étape décisive dans la progression tumorale. Cette étape, qui survient principalement en 
réponse au stress hypoxique subi par les cellules tumorales, rétablit l'irrigation sanguine 
assurant l'apport d'oxygène et de nutriments nécessaires à la croissance tumorale. La 
vascularisation de la tumeur ouvre la voie de la dissémination métastatique aux cellules 
malignes, qui se répartissent dans l'organisme et affectent d'autres organes. L'angiogenèse est 
un processus complexe contrôlé par une multitude de facteurs (Kurz et al., 2003; Ribatti & 
Crivellato, 2012). 
 L'héparanase est une endo-β-D-glucuronidase qui joue un rôle important dans 
l'angiogenèse tumorale grâce au remodelage de la matrice extracellulaire nécessaire à la 
migration des cellules endothéliales lors de la vascularisation des tumeurs. Cette enzyme, qui 
clive l'héparane sulfate dans la matrice extracellulaire, contrôle la libération de molécules pro-
angiogéniques tels que le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF; Vascular 
Endothelial Growth Factor) ou les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF, Fibroblast 
growth factor) (Vlodavsky et al., 2008). 
 L'héparanase intervient également sur l'angiogenèse de manière indépendante de son 
activité enzymatique par l'induction du facteur tissulaire qui déclencherait la voie extrinsèque 
de la coagulation sanguine. Cette voie passe par l'activation du facteur X et du facteur II qui 
transformerait le fibrinogène soluble en fibrine insoluble dans la zone de la tumeur 
(Vlodavsky et al., 2007). 
 En raison de la relation étroite entre l'angiogenèse et la coagulation sanguine, les 
traitements hépariniques présentent de plus en plus d'intérêts en cancérologie. Les héparines 
sont administrées aux patients atteints de cancer, non seulement pour traiter les troubles de la 
coagulation chez ces patients, mais également pour améliorer l'efficacité des traitements 
chimio-thérapeutiques (Smorenburg & Noorden, 2001). 
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 Les effets secondaires entrainés par l'activité anticoagulante des héparines constituent 
par contre une limite à leurs utilisations comme anti-angiogénique. L'élaboration d'héparine 
ou d'analogues d'héparines possédant une forte activité inhibitrice de l'héparanase et de faibles 
activités anticoagulantes présente donc un intérêt pour leurs utilisations comme traitements 
anticancéreux. 
 L'objectif des travaux présentés dans la partie B-2 est de mettre au point des 
conditions de dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons permettant 
l'obtention d'héparine de bas poids moléculaire ayant une activité anti-héparanase 
importante et des activités anticoagulantes réduites. 
 La technique de dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons a été 
utilisée pour produire des héparines caractérisées par des poids moléculaires et des 
degrés de sulfatation maitrisés. L'effet de ces paramètres sur les activités 
anticoagulantes et l'activité anti-héparanase des héparines produites a été évalué. 
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2. Matériel & méthodes 
2.1. Matériels 
 
 Sauf indication contraire, tous les réactifs utilisés dans cette partie proviennent de 
Sigma Aldrich. 
 L’héparine non fractionnée (163 U/mg, LOT 10124103) est fournie par Alpha Aesar. 
L'unité héparine (U) est définie, selon le fournisseur, comme étant la propriété anticoagulante 
d'une héparine basée sur son activité sur l'antithrombine. L’héparinase I (EC 4.2.2.7) de 
Flavobacterium heparinum est fournie par Sigma Aldrich et possède une activité  ≥200 U/mg. 
Une unité Sigma (U) est définie, par le fournisseur, comme étant la quantité d'enzyme qui 
libérera 0,1 μmole d'acide uronique insaturé par heure à 25°C et à pH 7,5 à partir d'une 
héparine de muqueuse porcine. Selon le fournisseur, une unité internationale (UI) est 
approximativement équivalente à 600 unités Sigma. 
 L'Enoxaparine (Lovenox®; 8000 IU Anti-Xa /0.8 mL), la Tinzaparine (Innohep®; 
14000 IU Anti-Xa /0.7 mL) et la Dalteparine (Fragmine®; 2500 IU Anti-Xa /0.2 mL) ont été 
fournies par le centre hospitalier de la Rochelle en France. 
 L'antithrombine (ATIII), le facteur Xa, le facteur IIa  et les substrats chromogènes 
(CBS 31.39 et CBS 61.50) font partie des kits Stachrom® ATIII et Stachrom® HEPARIN 
fournis par  Diagnostica Stago (France). 
 L'héparanase I humaine recombinante est fournie par R&D system avec une pureté 
supérieure à 95 %. Cette enzyme a été produite dans des cellules CHO (Chinese hamster 
ovary cells) et comporte une séquence His-tag au niveau des extrémités N- terminales des 
deux sous-unités. L'activité héparanase a été déterminée grâce au kit "Heparanase Assay 
Toolbox" fourni par Cisbio Assays (France). 
 
2.2. Méthodes 
 2.2.1. Dépolymérisation de l'héparine par hydrolyse radicalaire assistée par les 
ultrasons 
 Les héparines ont été préparées dans de l'eau ultra-pure à une concentration finale de 
25g/L (1,5 mL). Le mélange réactionnel a été soumis aux ultrasons moyennant un processeur 
ultrasons UP100H fourni par hielscher (Allemagne). Cet appareil est muni d’une sonde (micro 
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tip MS3) d’un diamètre de 3 mm et d’une amplitude de 180μm. Le processeur génère des 
vibrations longitudinales mécaniques au moyen d'excitations électriques avec une fréquence 
de 30 kHz. Les ultrasons ont été imposés sous forme de pulse avec 0,5s de sonication et 0,5s 
d’arrêt évitant ainsi la surchauffe du mélange réactionnel maintenu à 60°C grâce à un réacteur 
à plaque chauffante (Radleys®). Un aliquot de 50 µL a été prélevé au temps 0 avant le 
lancement de la réaction par l'ajout de peroxyde d'hydrogène et l'application simultanée des 
ultrasons. Le peroxyde d'hydrogène est ajouté à une concentration de 3,75 g/L afin d'obtenir 
un rapport massique peroxyde d'hydrogène / héparine de 0,15. Des prélèvements d'un volume 
de 50 µL ont été réalisés au cours du temps sur une durée de 24 h. Des réactions témoins ont 
été réalisées soit sans l'application d'ultrasons soit sans l'ajout de peroxyde d'hydrogène. 
 2.2.2. Dépolymérisation enzymatique de l'héparine 
Les héparines ont été préparées à une concentration finale de 25g/L (1,5 mL) dans un 
tampon phosphate (pH 7) composé de 0,2M de NaCl, 0,02 % d'albumine de sérum bovin et de 
5mM de phosphate de sodium dibasique (Na2HPO4). Le mélange a été homogénéisé pendant 
10 minutes à une température maintenue à 30°C sous une agitation de 500 rpm dans un 
réacteur à plaque chauffante (Radleys®). Un aliquot de 50 µL à été prélevé au temps 0 avant 
le lancement de la réaction par l'ajout de l'héparinase I de Flavobacterium heparinum à une 
concentration de finale de 0,05 UI/mL. Des prélèvements d'un volume de 50 µL ont été 
réalisés au cours du temps sur une durée de 48 h. La réaction a été arrêtée, immédiatement 
après chaque prélèvement par un chauffage à 100°C pendant 5 minutes, suivi d’une 
centrifugation de 2 minutes à 18000 g. Les surnageants des échantillons centrifugés ont par la 
suite été stockés à -20°C. Des réactions témoins ont été réalisées en l'absence d'enzyme. 
 2.2.3. Analyse des héparines par chromatographie liquide haute performance sur 
colonnes d'exclusion stérique. 
 Les analyses structurales et quantitatives des produits de réaction ont été réalisées en 
utilisant un système de chromatographie liquide haute performance de Agilent technologies 
(1100 LC/MSD Trap VL mass spectrometer) avec  une colonne TSK-GEL G3000SW montée 
en série avec deux colonnes TSK-GEL G2000SW. Les colonnes ont été maintenues à une 
température de 30 °C et les produits ont été élués à l'aide d'une solution d'acétate d'ammonium 
à un débit de 1 mL/min. Les produits ont été détectés et quantifiés par réfractométrie 
différentielle à l'aide du logiciel HP Chemstation. Des oligosaccharides d'héparines de poids 
moléculaires différents, achetés auprès d'Iduron (Manchester, Royaume-Uni), ont été utilisés 
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comme standards pour la courbe d'étalonnage. La masse molaire moyenne en nombre (Mn), la 
masse molaire moyenne en masse (Mw), le degré de polymérisation (DP) et l’indice de 
polydispersité (I) ont été calculés selon les formules suivantes (Ye et al., 2009): 
Mn = ( ∑ Ni × Mi ) / ∑ Ni 
Mw = ( ∑ Ni × Mi 
2
) / ( ∑ Ni × Mi ) 
DP = Mn / M0 
I = Mw / Mn 
Ni: Nombre de moles d'espèce polymère 
Mi: Masse molaire de l'espèce polymère 
M0: Masse molaire de l'unité monomère 
 
 2.2.4. Détermination du taux de sulfatation 
 La stabilité des groupements sulfates sur la chaine latérale des polysaccharides 
d'héparine a été suivie en utilisant du 3-amino-7-(dimethylamino) phenothizin-5-ium chloride 
(Azure A) qui se lie aux groupements sulfates (SO3
-) sur la chaine latérale des 
polysaccharides d'héparines (Gao et al., 2003; Jaques et al., 1968). Dans une microplaque, 
200 µL d'une solution aqueuse d’Azure A à 10 mg/L sont ajoutés à 20 µL de solution 
d'héparine diluée au 1000ème (25 mg/L). L'absorbance est mesurée à λ=535 nm. 
 2.2.5. Analyse structurale des produits par résonance magnétique nucléaire  
 Les analyses par RMN du carbone (13C) ont été effectuées au moyen du spectromètre 
JEOL-JNM LA400 (400 MHz) du Laboratoire Commun d'Analyse de l'Université de La 
Rochelle. Tous les échantillons ont été étudiés en solution à une concentration de 200 mg/mL 
dans l'eau deutérée (D2O). 
 2.2.6. Mesure des activités anticoagulantes  
 Le mélange réactionnel (100 µL) contenant les héparines (6,25 ng/µL) et l'anti-
thrombine III (ATIII) (0,125 µg/µL pour la mesure de l'activité anti-Xa et 0,625 µg/µL pour 
le dosage de l'activité anti-IIa) est incubé pendant 2 minutes à 37°C dans un 
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spectrophotomètre à microplaques (BMG LABTECH® FLUOSTAR OMEGA). Le facteur Xa 
ou le facteur IIa sont ajoutés par la suite à une concentration finale de 11,25 nKat/mL. Le 
mélange est incubé 30 secondes avant l'ajout de 3,25 nM du substrat chromogène (CBS 
31.39) pour la mesure de l'activité anti-Xa et de 1,4 nM du substrat chromogène (CBS 61.50) 
pour l'activité anti-IIa. Le mélange réactionnel est incubé pendant 5 minutes avec une lecture 
d'absorbance à 405 nm  toutes les 10 secondes (Javot et al., 2009). La vitesse initiale est 
calculée comme étant la pente du segment linéaire de la courbe cinétique d'apparition du 
produit. Le pourcentage d'inhibition est déterminé par rapport à l'activité enzymatique en 
absence d'héparines et les activités anti-Xa et anti-IIa sont calculées par rapport à une gamme 
étalon d'héparines non-fractionnées (0,1 - 2 U/mL). 
 2.2.7. Mesure de l'activité inhibitrice de l'héparanase  
 L'activité inhibitrice de l'héparanase est déterminée à l'aide du kit "Heparanase Assay 
Toolbox" fourni par Cisbio Assays (France). Le substrat utilisé dans ce kit consiste en une 
molécule d'héparane sulfate (Biotin-HS-Eu(K)) d'une taille de 11 kDa marquée par une 
molécule de biotine, d'un coté, et une molécule fluorogène de cryptate d'europium (Donneur 
de fluorescence), de l'autre coté. Le kit inclut une molécule de streptavidine marquée par une 
autre molécule fluorogène appelée "d2" (Accepteur de fluorescence). La streptavidine a une 
forte affinité envers la biotine et se fixe sur le Biotin-HS-Eu(K). En absence de clivage de la 
molécule de substrat, un transfert de fluorescence est assuré entre le cryptate d'europium et la 
molécule de d2 apportée par la streptavidine. Si la molécule d'héparane sulfate est clivée le 
transfert n'est plus assuré. Grâce à ce système de transfert de fluorescence (FRET), l'intensité 
de fluorescence est proportionnelle à la quantité de substrat dégradée (Enomoto et al., 2006). 
 La réaction d'hydrolyse du substrat Biotin-HS-Eu(K) par l'héparanase a été réalisée 
dans une microplaque blanche 96 demi-puits (Corning® #3693) dans un spectrofluoromètre 
(BMG LABTECH® FLUOSTAR OMEGA) configuré en mode de mesure d'intensité de 
fluorescence résolue dans le temps (HTRF®; Homogeneous Time Resolved Fluoresence). 
 L'hydrolyse du Biotin-HS-Eu(K) par l'héparanase a été effectuée en présence et en 
absence de produits hépariniques à une température de 37°C dans un volume final de 60 µL 
avec des concentrations finales de 100 ng/µL d'héparanase et 0,5 ng/µL de Biotin-HS-Eu(K) 
dans un tampon acétate de sodium à pH 5,6. La suramine a été utilisée en tant que témoin 
positif d'inhibition de l'héparanase (Marchetti et al., 2003). La réaction a été arrêtée après 15 
minutes par l'ajout de 20 µL d'une solution de streptavidin-d2 à une concentration de 10 
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ng/µL dans un tampon phosphate de sodium (0,1 M; pH 7,4). La fluorescence est mesuré à 
λem 1 = 620 nm et λem 2 = 665 nm,  60 µs aprés une excitation à λex=337 nm. 
Partie B-2: Résultats & Discussion 
135 
 
3. Résultat 
 Ces travaux ont pour objectif de mettre au point des conditions de dépolymérisation 
permettant l'obtention d'héparines de bas poids moléculaire ayant une activité anti-héparanase 
importante et des activités anticoagulantes réduites. Pour cela, nous avons procédé à la 
dépolymérisation de l'héparine non-fractionnée par la technique de dépolymérisation 
radicalaire assistée par les ultrasons et la technique de dépolymérisation enzymatique 
catalysée  par l'héparinase I de flavobacterium heparinum. 
 L'héparine non-fractionnée (HNF) utilisée lors de cette étude est caractérisée par un 
poids moléculaire moyen de 11 kDa et un pourcentage de sulfatation de 19 % ce qui 
correspond, approximativement, à un degré de sulfatation de 1,26 groupements sulfates par 
unité disaccharidique. Les héparines de bas poids moléculaires commerciales qui proviennent 
de lots différents de ceux utilisés lors de partie B-2, ont été caractérisées. Les résultats de cette 
caractérisation sont présentés dans le tableau 8. 
Tableau 8: Caractérisation des héparines utilisée lors de cette étude. 
 Mn (Da) Mw (Da) DP Indice de 
polydispersité  
Degré de 
sulfatation 
HNF 11130 12237 46 1,09 1,26 
Dalteparine  5490 ± 201 6232   ± 260 23 1,13 1,5 
Tinzaparine  5275 ± 229 7017   ± 203 22 1,33 1,3 
Enoxaparine  4299 ± 120 5535   ± 182 18 1,28 1,2 
usHUBPM (5 h) 2479 ± 180 5759   ± 230 10 2,32 0,68 
hepHUBPM (5 h) 3153 ± 140 10031 ± 196 13 3,18 1,2 
usHUBPM (5 h): héparines obtenues après 5 h de dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons 
hepHUBPM (5 h): héparines obtenues après 5 h de dépolymérisation enzymatique catalysée par l'héparinase I. 
 
 Les caractéristiques structurales des héparines utilisées lors de cette étude sont proches 
de celles utilisées lors de l'étude menée dans la partie B-1. Il est à noter que les héparines 
utilisées en clinique sont des mélanges d'oligosaccharides standardisées au niveau de leurs 
activités anticoagulantes et peuvent avoir des concentrations, des poids moléculaires moyens 
et des degrés de sulfatation légèrement différents en fonction des lots (Gosselin et al., 2004). 
 L'héparine non-fractionnée a été soumise à une dépolymérisation physicochimique 
consistant en une hydrolyse radicalaire assistée par les ultrasons et à une dépolymérisation 
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enzymatique catalysée par l'héparinase I de Flavobacterium heparinum. La masse molaire 
moyenne en nombre (Mn) ainsi que le pourcentage de sulfate restant sur la chaîne 
saccharidique ont été suivis au cours du temps de dépolymérisation (Figure 34). 
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Figure 34: Effet du temps de dépolymérisation de l'héparine par hydrolyse radicalaire assistée 
par les ultrasons (●) et par β-élimination enzymatique catalysée par l'héparinase I (○) sur la 
masse molaire moyenne en nombre (Mn) (A) et sur la désulfatation (B). 
  
 L'évolution de la masse molaire moyenne en nombre et du pourcentage de 
groupements sulfates restant au cours de la dépolymérisation est similaires à celle observée 
B 
A 
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lors de l'étude présentée dans la partie B-1. Après 5 heures de dépolymérisation, la méthode 
radicalaire assistée par les ultrasons permet l'obtention d'héparines d'ultra-bas poids 
moléculaires (usHUBPM) caractérisées par une masse molaire moyenne en nombre de 
2479,41 ± 180,84 Da. Cette masse est inférieure à la masse molaire moyenne en nombre 
obtenue pour les héparines dépolymérisées par la technique enzymatique (3153,02 ± 140,81). 
Contrairement à la dépolymérisation enzymatique, la technique de dépolymérisation 
physicochimique a induit une désulfatation des héparines avec la perte de 43 % des 
groupements sulfates aboutissant à des héparines caractérisées par un degré de sulfatation de 
0,68 groupements sulfates par unité disaccharidique. 
 Dans un second temps, les activités anti-Xa et anti-IIa des héparines dépolymérisées 
par ces deux techniques ont été mesurées pour les produits hépariniques obtenus après 
différents temps de dépolymérisation. 
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Figure 35: Effet du temps de dépolymérisation de l'héparine par hydrolyse radicalaire assistée 
par les ultrasons (●) et par β-élimination enzymatique catalysée par l'héparinase I (○) sur 
l'activité anti-Xa (A) et l'activité anti-IIa (B). 
 La figure 35 montre l'effet du temps de dépolymérisation de l'héparine par hydrolyse 
radicalaire assistée par les ultrasons et par β-élimination enzymatique catalysée par 
l'héparinase I sur l'activité anti-Xa (figure 35.A) et l'activité anti-IIa (figure 35.B).  
 Ces figures montrent que la dépolymérisation des héparines par les méthodes 
physicochimique et enzymatique entrainent, dans les deux cas, une diminution des activités 
anti-Xa et anti-IIa.  
A 
B 
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 Concernant l'activité anti-Xa (figure 35.A), la dépolymérisation radicalaire assistée 
par les ultrasons induit une diminution de l'activité d'une manière proportionnelle au temps de 
dépolymérisation. Par contre, l'activité anti-Xa des échantillons obtenus après une durée de 
dépolymérisation enzymatique supérieure à 1 h semble se stabiliser aux alentours de 125 
U/mg. 
 Pour l'activité anti-IIa (figure 35.B), les échantillons obtenus à des temps précoces de 
dépolymérisation physicochimique (0,5 h et 1 h) ont des activités anticoagulantes similaires 
ou légèrement plus élevées que celles des échantillons obtenus après un même temps de 
dépolymérisation enzymatique. Cependant, après des temps de dépolymérisation plus avancés 
(4h et 5h) l'écart se creuse entre les activités anticoagulantes des échantillons obtenus par les 
deux techniques. Les héparines obtenues par la dépolymérisation radicalaire assistée par les 
ultrasons possèdent des activités anti-IIa de 24,6 ± 7,3 U/mg inférieures à celles des héparines 
obtenues par la technique enzymatique après des temps de dépolymérisations identiques (70,2 
± 10,2 U/mg). 
 La perte plus importante des activités anticoagulantes par la technique 
physicochimique semble être liée à la désulfatation entrainée par cette technique. Le degré de 
sulfatation des héparines joue un rôle trés important dans les interactions entre les héparines et 
facteurs de la coagulation sanguine (Sissi et al., 2001). 
 
Figure 36: Mécanismes d'inhibitions du facteur Xa et du facteur IIa par les héparines. 
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 Pour les deux techniques de dépolymérisation, la perte de l'activité anti-IIa est toujours 
plus rapide que celle de l'activité anti-Xa. Ceci peut être expliqué par la différence au niveau 
du mécanisme d'inhibition du facteur IIa et du facteur Xa par le complexe héparines-
Antithrombine III (Figure 36). L'inhibition du facteur Xa est liée à un changement de 
conformation de l'antithrombine induit par la liaison aux séquences pentasaccharidiques 
spécifiques présentes dans les molécules d'héparines. L'inhibition du facteur IIa nécessite des 
molécules d'héparines de longues chaines qui induisent un encombrement stérique (Desai, 
2004).  
 Dans un second temps, nous avons étudié l'effet du temps de dépolymérisation de 
l'héparine par hydrolyse radicalaire assistée par les ultrasons et par β-élimination enzymatique 
catalysée par l'héparinase I sur son activité anti-héparanase (Figure 37). L'inhibition de 
l'héparanase par les héparines a été réalisée en présence de 100 ng/µL d'héparanase et 0,5 
ng/µL de substrats dans un tampon acétate de sodium à pH 5,6. Une concentration de 100 
µg/L l'héparine non dépolymérisée inhibe 95,2 ± 2,3 % de l'activité enzymatique de 
l'héparanase humaine recombinante. 
Temps de dépolymerisation (h)
0 1 2 3 4 5 6
In
h
ib
it
io
n
 d
e
 l
'h
é
p
a
ra
n
a
se
 I
 (
%
)
0
20
40
60
80
100
 
Figure 37: Effet du temps de dépolymérisation de l'héparine par hydrolyse radicalaire assistée 
aux ultrasons (●) et par β-élimination enzymatique catalysée par l'héparinase I (○) sur le 
pourcentage d'inhibition de l'héparanase en présence de 100 µg/L de produits hépariniques. 
 La dépolymérisation de l'héparine entraîne, comme pour les activités anti-Xa et anti-
IIa, une diminution de son activité inhibitrice de l'héparanase. Néanmoins, la technique de 
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dépolymérisation par hydrolyse radicalaire assistée par les ultrasons permet une meilleure 
préservation de l'activité anti-héparanase par les héparines. Les héparines obtenues après 5 
heures de traitement physicochimique inhibent 70,2 ± 7,9 % de l'activité héparanase alors que 
les produits obtenus par le traitement enzymatique n'ont plus que 17,3 ± 3,2 % d'activité anti-
héparanase.  
Cet effet pourrait être expliqué par les modifications structurales induites par les 
mécanismes de dépolymérisation qui différent entre les deux techniques. L'hydrolyse 
radicalaire assistée aux ultrasons semble affecter de manière non spécifique toutes les liaisons 
glycosidiques. Les analyses de résonance magnétique nucléaire (RMN) du 13C effectuées sur 
les héparines non fractionnées et sur les héparines dépolymérisées par la méthode 
physicochimique montrent des profils de déplacements chimiques identiques. Ceci indique 
l'absence de nouvelles fonctions chimiques au niveau des chaines polysaccharidiques de 
l'héparine et confirme que la dépolymerisation physicochimique n'entraine pas de 
modifications autres que la désulfatation et réduction du poids moléculaire (Figure 38). 
Héparines 
non-fractionnées
Héparines dépolymérisées 
par la méthode radicalaire 
assistée par les ultrasons
 
Figure 38: Spectres RMN 13C des héparines non fractionnées et des héparines 
dépolymérisées par la méthode radicalaire assistée par les ultrasons. 
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 La β-élimination enzymatique par l'héparinase clive l'héparine au niveau de la liaison β 
avant un acide iduronique avec la création d'une insaturation entre le Carbone 4 et le Carbone 
5 (Figure 39). 
 
Figure 39: Profil de clivage des héparines par les héparinases. 
 L'héparanase est une β-endoglucuronidase qui clive l'héparane sulfate en certains sites 
au niveau de la liaison β avant un acide glucuronique. Les héparines qui sont des analogues 
structuraux des héparanes sulfates, possèdent une proportion plus élevée en acide iduronique 
(Cf. Partie 1-2.1.2 Tableau 1). Les acides iduroniques jouent un rôle crucial dans l'inhibition 
de l'héparanase par les héparines. Il a été montré que l'épimérisation des acides iduroniques en 
acides glucuroniques réduit significativement l'effet inhibiteur de l'héparine (Naggi et al., 
2005). 
 La dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons nous a permis non seulement 
de préserver l'activité anti-héparanase des héparines mais également de réduire son activité 
anticoagulante. Les activités anti-héparanase (Anti-Hpa1) et anticoagulante (Anti-Xa et Anti-
IIa) des héparines obtenues par cette méthode de dépolymérisation physicochimique ont été 
comparées avec 3 héparines de bas poids moléculaires commerciales (Tableau 9). 
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Tableau 9: Les activités anti-héparanase (Anti-Hpa1) et anticoagulante (Anti-Xa et Anti-IIa) 
des héparines obtenues après 5 heures d'hydrolyse radicalaire assistée par les ultrasons 
(usHUBPM) ou de dépolymérisation enzymatique catalysée par l'héparinase I (hepHUBPM) 
et celles de certaines HBPM commerciales. 
 Anti-Hpa1 (%)* Anti-Xa (U/mg) Anti-IIa (U/mg) 
HNF 95,26 ± 2,34 163 163 
usHUBPM (5 h) 70,27 ± 7,94   83,94 ± 8,84   24,66 ± 7,3 
hepHUBPM (5 h) 17,31 ± 3,23 106,7   ± 4,81   70,23 ± 13,21 
Dalteparine (Fragmine®) 76,62 ± 2,65 166,44 ± 3,69   82,66 ± 4,16 
Tinzaparine (Innohep®) 88,84 ± 4,21 182,84 ± 4,93   50,27 ± 2,6 
Enoxaparine (Lovenox®) 57,64 ± 4,56 188,16 ± 2,48   52,55 ± 3,1 
* L'activité anti-Hpa1 correspond au pourcentage d'inhibition de l'héparanase en présence de 100 µg/L de 
produits hépariniques. 
 Les usHUBPM obtenues après 5 heures de dépolymérisation présentent une activité 
anti-Hpa1 de 70,27 ± 7,94 %. Cette activité est du même ordre que celle observée pour la 
dalteparine (76,62 ± 2,65 %) bien que celle-ci soit caractérisée par un poids moléculaire plus 
important. D'un autre coté, l'activité anti-Hpa1 des usHUBPM est inferieure à celle de la 
tinzaparine (88,84 ± 4,21 %) et supérieure à celle de l'enoxaparine (57,64 ± 4,56 %). 
Cependant, les activités anti-Xa et anti-IIa des usHUBPM qui sont respectivement de 83,94 ± 
8,84 U/mg et de 24,66 ± 7,3 U/mg, sont significativement inférieures à celles de toutes les 
HBPM commerciales. L'activité anti-Xa des usHUBPM est deux fois plus faible que celle de 
la dalteparine (166,44 ± 3,69 U/mg) tandis que leur activité anti-IIa est quatre fois plus faible 
que celle de cette même HBPM (82,66 ± 4,16 U/mg). 
 Les usHUBPM (5 h) et les hepHUBPM (5 h) sont caractérisées par des poids 
moléculaires très proches mais différent par leur degré de sulfatation (Tableau 8) qui est deux 
fois moins important pour les usHUBPM. Les résultats des activités anticoagulantes et anti-
héparanase montrent pour la première fois que la modulation du degré de sulfatation des 
héparines par la maîtrise des conditions de leur dépolymérisation permet d'orienter l'activité 
des héparines soit vers une activité anticoagulante soit vers une activité anti-héparanase 
prédominante qui peuvent être utilisées comme anti-angiogénique en cancérologie. 
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1. Conclusion générale 
 Les travaux présentés dans ce manuscrit s'intègrent dans un projet dont la finalité est 
de concevoir un objet moléculaire, activable d'une manière spécifique dans la zone tumorale 
et pouvant assurer, de façon séparée ou simultanée, une fonction diagnostique et/ou 
thérapeutique (Figure 40). 
 
Figure 40: Fonctionnement de l'objet moléculaire en mode thérapeutique ou diagnostique. 
  
 La réponse à ces objectifs ambitieux, implique une recherche complexe aux niveaux 
chimique, structural et fonctionnel pour la conception de l'objet, faisant appel à de multiples 
compétences notamment en enzymologie, en biochimie et en chimie. 
 Cet objet moléculaire doit être conçu de façon à s'accumuler dans la tumeur, grâce à 
un vecteur, et réagir à des signaux spécifiques du microenvironnement tumoral pour s'activer 
et libérer une sonde détectable par imagerie ou un principe actif anticancéreux (Figure 40). 
 
Inhibition ciblée de 
l’héparanase
Emission d’un signal 
fluorescent
Fonction
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 Les microenvironnements des cellules tumorales présentent plusieurs particularités 
chimiques et structurales qui les différencient des microenvironnements des cellules saines. 
Ces conditions de stress induisent des comportements anormaux des cellules tumorales et 
stromales. La surexpression et l'hypersécrétion d'enzymes hydrolytiques, notamment des 
protéases, font partie des anomalies observées chez les cellules du microenvironnement 
tumoral (Quail & Joyce, 2013). 
 Ces hydrolases, qui participent à la progression tumorale peuvent être exploitées pour 
l'activation de systèmes d'imagerie tumorale (Jaffer et al., 2007; Razgulin et al., 2011; Scherer 
et al., 2008; Tung et al., 2000; Weissleder et al., 1999) ou pour le relargage de principes actifs 
anti-tumoraux (Atkinson et al., 2008; Vartak & Gemeinhart, 2007). 
 La cathepsine D, qui est une aspartyl-protéase associée à plusieurs pathologies 
cancéreuses comme les cancers du sein (Westley & May, 1996), de la prostate (Chambon et 
al., 1994) ou du poumon (Mimae et al., 2012) pourrait être le stimulus associé à la zone 
tumorale à cibler. 
 En effet, lors des pathologies tumorales, la cathepsine D (CD) est caractérisée par un 
comportement anormal. Cette enzyme, normalement lysosomale sous une forme mature 
double chaine (34 + 14 kDa) (Zaidi et al., 2008), est surexprimée et hypersécrétée sous sa 
forme pro-cathepsine D (pCD, 52 kDa) dans le milieu extracellulaire (Masson et al., 2010). 
La pCD (52 kDa) est capable de s'auto-activer en une forme intermédiaire de 51 kDa et de 
cliver ses substrats dans des pH similaires à ceux retrouvés au niveau des 
microenvironnements tumoraux (TME) (Beaujouin et al., 2010). Ce comportement 
permettrait de différencier les tissus cancéreux des tissus sains. 
 Les particularités de la cathepsine D dans les tumeurs constituent donc un point 
fondamental de notre stratégie de ciblage du microenvironnement tumoral. Cette protéase qui 
a fait l'objet de travaux au sein de notre équipe de recherche (Cohen et al., 2003; Fruitier et 
al., 1998) constituerait un moyen intéressant pour l'activation spécifique de l'objet moléculaire 
dans la zone tumorale. 
 L'exploitation d'une telle stratégie passe par l'incorporation de liens peptidiques 
sensibles aux formes actives de la cathepsine D du microenvironnement tumoral. Ce peptide 
substrat de l'enzyme doit également pouvoir être modifié au niveau de ses deux extrémités N- 
et C-terminal par des fonctions chimiques adaptées et pouvant assurer des liens stables avec 
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les autres parties de l'objet moléculaire. La stabilité de ces liens est en effet une condition 
absolument indispensable au contrôle du processus de décomposition du vecteur dans la zone 
tumorale.  
 
1.1. Stratégie d'activation enzymatique de l'objet moléculaire: Conception 
d'un lien peptidique sensible et sélectif aux formes actives de la cathepsine 
D du microenvironnement tumoral 
 L'activation enzymatique de l'objet moléculaire doit être réalisée spécifiquement au 
niveau de la tumeur sur-exprimant et hyper-sécrétant la protéase. Pour cela, il est donc 
nécessaire de développer des liens peptidiques substrats sensibles et sélectifs, ce qui a fait 
l'objet du premier volet de nos travaux (Partie A-1) publiés dans le journal Biochimie (Achour 
et al., 2013). Ils ont permis l'obtention d'une séquence peptidique reconnue et clivée par la 
cathepsine D mature et par la pro-cathepsine D humaine recombinante (51 kDa), dans des 
conditions de pH acides similaires à celles des microenvironnements tumoraux (Figure 41). 
Site de clivage par la pro-cathepsine D et la cathepsine D mature 
 
Figure 41: Structure chimique du peptide modifié sensible au clivage par la cathepsine D 
mature et la pro-cathepsine D, candidat à l'intégration dans l'objet moléculaire. (aoa = Acide 
amino-oxyacétique, PEG2 = diéthylène glycol). 
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 Cette séquence peptidique a été validée par l'étude de l'activité et de la sélectivité de la 
cathepsine D mature bovine et par la pro-cathepsine D humaine recombinante dans différentes 
conditions de pH utilisant 5 peptides de séquences différentes. Cette étude structure-fonction a 
également permis une meilleure compréhension du comportement cinétique de la cathepsine 
D dans les conditions pathologiques du microenvironnement tumoral. 
 Nous avons d'abord montré que la variation du pH affectait l'activité de la cathepsine 
D mature mais pas sa sélectivité de coupure. 
 Une étude cinétique de l'effet de la structure du substrat peptidique a montré une 
influence de celle-ci, non seulement sur les paramètres cinétiques de la cathepsine D mature, 
mais également sur sa sélectivité de coupure. A titre d'exemple, la modification des résidus 
d'acides aminés situés aux extrémités N- et C-terminales par des résidus hydrophiles a induit 
la résistance du peptide au clivage. 
 De plus, nous avons décrit pour la première fois un effet de la structure du substrat sur 
le comportement catalytique de la cathepsine D mature. Cette enzyme qui présente un 
comportement michaélien avec certains substrats a montré un comportement similaire à celui 
des enzymes allostériques avec d'autres substrats notamment modifiés par des groupements de 
nature non peptidique. Ce comportement a été expliqué par un phénomène d'activation par le 
substrat.   
 En se basant sur nos travaux et d'autres études de la littérature, nous avons suggéré que 
cette activation par le substrat pouvait être liée à la nature amphiphile des peptides modifiés, 
induisant un mécanisme d'activation interfaciale similaire à celui observé pour d'autres 
hydrolases comme les lipases. Cette hypothèse est soutenue par l'effet activateur de certaines 
substances tensioactives comme les phospholipides et les observations qui décrivent la 
présence de la cathepsine D au niveau des radeaux lipidiques à l'interface entre la membrane 
cellulaire et le milieu extracellulaire (Beaujouin et al., 2010; Watabe & Yago, 1983). 
 Néanmoins, cette étude a pointé l'influence de l'hétérogénéité du milieu sur le 
comportement catalytique de la cathepsine D. Dans un microenvironnement tumoral 
hétérogène et complexe, la cathepsine D aurait des comportements très différents de ceux 
qu'elle aurait dans un milieu homogène. Le microenvironnement tumoral est également 
caractérisé par d'autres paramètres qui peuvent influencer l'activité de la cathepsine D. 
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 L'étude en milieu homogène avec la cathepsine D a été certes, indispensable à la mise 
au point de la séquence peptidique, mais l'optimisation de cette séquence nécessite des 
conditions biologiques plus représentatives du microenvironnement tumoral. Les modèles de 
cellules tumorales en culture permettent de mimer ces conditions. Ces modèles pourraient, 
dans une première approche, allier la simplicité de leur mise en place à un niveau de 
complexité et d'hétérogénéité suffisants pour l'optimisation des différentes parties de l'objet 
moléculaire. 
 C'est précisément ce que nous avons voulu tester dans la suite de notre travail qui a été 
consacré à l'étude de l'influence des conditions de culture de cellules en conditions d'hypoxie 
et d'acidose, sur la sécrétion des formes actives de la cathepsine D. 
 Le choix de la lignée tumorale mammaire MCF7 a été motivé par des données de la 
littérature décrivant la surexpression de l'ARNm de la cathepsine D et l’hypersécrétion de 
celle-ci (Vignon et al., 1986). Cependant, à notre connaissance, l'influence de certaines 
conditions retrouvées dans les microenvironnements tumoraux sur la sécrétion et l'activité 
enzymatique des formes sécrétées n'a pas fait l'objet d'études suffisamment détaillées pour 
répondre aux exigences requises dans le cadre de notre projet. 
 L'hypoxie et l'acidification représentent deux conditions physicochimiques 
importantes caractérisant le microenvironnement tumoral (Brahimi-Horn et al., 2007; 
Smallbone et al., 2005). Nous avons étudié l'effet de ces deux anomalies sur la sécrétion de 
formes actives de la cathepsine D dans les surnageants de culture des cellules MCF-7 qui on 
été cultivées en hypoxie (atmosphère contenant 1% d'oxygène), en normoxie (atmosphère 
contenant 20% d'oxygène) ou dans des milieux acidifiés (pH 5,6 ; pH 6 ; pH 6,5 ; pH 7,5). 
 Cette étude a montré que l'hypoxie favorisait la sécrétion de la forme pro-cathepsine D 
dans le milieu extracellulaire. Les quantités de pro-cathepsine D ainsi que son activité étaient 
significativement plus importantes dans les milieux conditionnés par des cellules MCF-7 
cultivées en hypoxie que dans ceux des cellules cultivées en normoxie. Nous avons montré 
par la technique de transfert de protéines (Western-blot) que la pro-cathepsine D était la seule 
forme sécrétée dans le milieu extracellulaire des cellules MCF-7, et ce qu'elles soient 
cultivées en normoxie ou en hypoxie. 
 Indépendamment de l'hypoxie, nous avons étudié l'effet de l'acidification du milieu 
extracellulaire sur la sécrétion et l'activité enzymatique de la cathepsine D dans les 
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surnageants de culture des cellules MCF-7. Il a été montré que la diminution du pH du milieu 
extracellulaire induisait la sécrétion de la forme mature de la cathepsine D qui est 
normalement lysosomale. Ceci évoque l'altération des mécanismes d'adressage intracellulaire 
de la cathepsine D qui se retrouve dans le milieu extracellulaire. La cathepsine D mature est 
caractérisée par une activité plus importante que celle de la pro-cathepsine D (Achour et al., 
2013) et sa présence dans les surnageants implique une forte augmentation de l'activité 
aspartyl protéase. 
 Outre le fait de vérifier que ces cellules pourraient constituer un modèle simple pour la 
validation des différentes étapes de conception de l'objet moléculaire, ces études ont aussi 
permis une meilleure compréhension de l'influence de facteurs comme l'hypoxie et 
l'acidification du milieu sur leur capacité à secréter les formes actives de la cathepsine D. 
 
1.2. Stratégie thérapeutique de l'objet moléculaire: Conception 
d'oligosaccharides inhibiteurs de l'angiogenèse tumorale 
 La fonction thérapeutique de l'objet moléculaire constitue un autre défi à relever. La 
régulation de l'angiogenèse dans la zone de la tumeur est la stratégie retenue pour le projet. 
L'angiogenèse, qui permet la vascularisation des tumeurs, est un processus complexe qui 
implique l'intervention de plusieurs facteurs (Ji, 2014; Kurz et al., 2003). Les liens étroits qui 
subsistent entre le processus de vascularisation des tumeurs et la coagulation sanguine (Nash 
et al., 2001) nous ont fait choisir l'héparanase comme cible thérapeutique. 
 En effet, l'héparanase I joue un rôle très important dans la régulation de l'angiogenèse 
grâce à la libération de facteurs de croissance pro-angiogéniques séquestrés par l'héparane 
sulfate dans la matrice extracellulaire (Bernfield et al., 1999). L'inhibition de l'héparanase qui 
clive l'héparane sulfate permettrait ainsi de contrôler la vascularisation des tumeurs (Pisano et 
al., 2014).  
 La stratégie que nous avons choisie dans le cadre d'un usage thérapeutique de 
l'objet moléculaire implique la normalisation de l'angiogenèse tumorale grâce à 
l'incorporation d'inhibiteurs de l'héparanase dans l'objet moléculaire. 
 Le ciblage de l'héparanase nous semble être en adéquation avec la stratégie 
d'activation de l'objet moléculaire par la cathepsine D. En effet, afin que l'action thérapeutique 
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de cet outil soit efficace, la pro-cathepsine D (activateur de l'objet) et l'héparanase I (cible 
thérapeutique de l'objet) devront être présentes simultanément dans le microenvironnement 
tumoral. Cette condition singulière semble tout à fait probable au vu de certains éléments de 
la littérature qui montrent:  
- Une corrélation entre la sécrétion de la cathepsine D et de l'héparanase in vitro (Shafat 
et al., 2006). 
- Le rôle de la cathepsine D dans l'activation de l'héparanase (Abboud-Jarrous et al., 
2005). 
- L'implication de la cathepsine D et de l'héparanase dans les mêmes processus, 
notamment l'angiogenèse, les métastases (Dian et al., 2014; Vlodavsky et al., 2008) et 
la coagulation sanguine (Rochefort, 2013; Vlodavsky et al., 2007). 
 Les traitements hépariniques qui sont largement utilisées en clinique comme 
anticoagulants, ont également une activité anti-angiogénique et anti-tumorale (Mousa & 
Petersen, 2009). Cet effet est attribué d'une part à leur activité anti-héparanase (Folkman et 
al., 1983) mais également à leur activité anticoagulante dans la zone tumorale lors de 
l'angiogenèse (Engelberg, 1999).  
 La forte activité anticoagulante des héparines est souvent à l'origine d'effet secondaire 
limitant leurs utilisations en cancérologie comme anti-angiogéniques (Warkentin et al., 1995). 
 Les problèmes liés aux effets secondaires des héparines pourront être résolus par leur 
vectorisation mais aussi par la modulation de leurs activités anticoagulantes et anti-héparanase 
grâce à des traitements comme la dépolymérisation. 
 Dans cet objectif, nous avons travaillé sur la mise au point de techniques de 
dépolymérisation des héparines permettant la production d'oligosaccharides d'héparines 
caractérisées par des poids moléculaires et des degrés de sulfatation contrôlés. Nous avons, 
par la suite étudié l'effet de ces paramètres sur les activités anticoagulantes (Partie B-1) et 
l'activité anti-héparanase (Partie B-2) des héparines. 
 Dans la partie B-1 de nos travaux, nous avons présenté l'utilisation originale et 
innovante d'une méthode physicochimique pour la dépolymérisation d'héparine. Cette 
méthode consiste en une dépolymérisation radicalaire par le peroxyde d'hydrogène assistée 
par les ultrasons. 
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 Les héparines de bas poids moléculaire obtenues par cette technique ont été 
caractérisées par la détermination de leurs poids moléculaires, de leurs degrés de sulfatation et  
de leurs activités anticoagulantes, qui ont été évaluées par la mesure des activités inhibitrices 
des facteurs Xa et IIa, deux enzymes clés intervenant dans la régulation de la cascade de la 
coagulation sanguine. 
 Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) qui ont été produites, après seulement 
une heure de dépolymérisation physicochimique, en utilisant la méthode physicochimique 
avaient un poids moléculaire moyen et des propriétés anticoagulantes (anti-Xa et anti-IIa) 
comparables à quatre HBPM commerciales utilisées en clinique. La dépolymérisation 
radicalaire assistée par les ultrasons a conduit à des héparines caractérisées par un indice de 
polydispersité remarquablement faible traduisant leur homogénéité sur le plan des poids 
moléculaires. Cette propriété est importante dans les formulations des héparines utilisées en 
clinique (Linhardt & Gunay, 1999). 
 La technique de dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons aboutissait à 
des héparines ayant un ratio Anti-Xa/Anti-IIa élevé (1,86), probablement grâce à la 
préservation des séquences pentasaccharidiques de liaison à l'antithrombine III qui est trés 
importante pour l'activité anti-Xa. L'augmentation du rapport Anti-Xa/Anti-IIa en faveur de 
l'activité anti-Xa présente un avantage très recherché dans les héparines à usage anticoagulant 
(Antman & Handin, 1998). 
 D'un autre côté, la méthode de dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons 
induit une désulfatation au niveau de la chaine saccharidique, contrairement à d'autres 
techniques de dépolymérisation comme la β-élimination enzymatique catalysée par 
l'héparinase I de Flavobacterium heparinum. 
 Malgré cela, cette technique physicochimique assistée par les ultrasons et qui a été 
utilisée pour la première fois dans la préparation d'héparine de bas poids moléculaires s'avère 
très intéressante surtout dans un contexte où la sono-chimie commence à faire les preuves de 
son efficacité dans les productions aux échelles industrielles (Mason, 1992). 
 La technique physicochimique que nous avons mise au point présente l'avantage d'être 
maîtrisable notamment en termes de concentration de peroxyde d'hydrogène, d'amplitude des 
ultrasons et de durée de leur application. 
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 La variation de cette durée permet de moduler des paramètres structuraux des 
héparines produites notamment le poids moléculaire et le degré de sulfatation. 
 Dans une autre partie de nos travaux (Partie B-2), la technique de dépolymérisation 
radicalaire assistée par les ultrasons a été utilisée pour produire des héparines caractérisées par 
des poids moléculaires et des degrés de sulfatation maîtrisés de manière à étudier l'effet de ces 
paramètres sur les activités anticoagulantes et l'activité anti-héparanase des héparines 
produites. 
 Dans cette partie, nous avons montré la capacité de la technique de dépolymérisation 
radicalaire assistée par les ultrasons à produire des héparines d'ultrabas poids moléculaire 
caractérisées par des poids moléculaires moyens proches de 2500 Da (2479,41 ± 180,84 Da). 
 Cela correspond à des mélanges d'héparine avec un degré de polymérisation (DP) de 
10 unités saccharidiques. Ces fragments possèdent un degré de sulfatation de 0,68 
groupements sulfates par unité disaccharidique. 
 Les analyses de résonance magnétique nucléaire (RMN) du 13C effectuées sur les 
héparines non fractionnées et sur les héparines dépolymérisées par la méthode 
physicochimique, ont montré que la technique de dépolymérisation radicalaire assistée par les 
ultrasons n'entraînait pas de modification au niveau des groupements chimiques présents sur 
la chaine des héparines. 
 La relation structure-fonction qui implique l'effet de la taille moléculaire et le degré de 
sulfatation des héparines sur les activités anticoagulantes et l'activité anti-héparanase des 
héparines produites a permis de mettre en évidence des observations peu documentées dans la 
littérature. 
 Nous avons montré que des héparines ayant un degré de sulfatation élevé avaient des 
activités anticoagulantes prédominantes sur leur activité anti-héparanase. La diminution du 
degré de sulfatation est liée à une perte des activités anticoagulantes et une importante 
préservation de l'activité anti-héparanase. Ceci suggère que la modulation du degré de 
sulfatation des héparines par la maîtrise des conditions de leur dépolymérisation permet 
d'orienter leur activité, soit vers une activité anticoagulante soit vers une activité anti-
héparanase prédominante. 
 Cette démarche n'impliquant qu'un traitement de dépolymérisation, se distingue de 
celle suivie par d'autres équipes visant à réduire l'activité anticoagulante des héparines et qui 
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ont souvent recours à des modifications chimiques de la structure des molécules d'héparines 
(Casu et al., 2002; Ritchie et al., 2011; Sudha et al., 2012). 
 Dans leur ensemble, ces travaux ont permis d'impulser ce projet ambitieux de 
construction d'un nouvel outil de ciblage des tumeurs mais aussi une meilleure 
compréhension de certains phénomènes biochimiques notamment le comportement 
cinétique de la cathepsine D et les facteurs qui pourraient influencer sa sécrétion dans le 
contexte pathologique du microenvironnement tumoral.  
 Nous avons également mis au point une technique radicalaire assistée par des 
ultrasons, originale et novatrice, permettant une excellente maîtrise de la 
dépolymérisation des héparines. Cette maîtrise nous a permis un meilleur contrôle des 
propriétés structurales des héparines et de leurs activités biologiques. 
 
2. Les perspectives de ces travaux 
 A ce stade nous disposons d'un lien peptidique sensible aux formes actives de la 
cathepsine D du microenvironnement tumoral et d'oligosaccharides inhibiteurs de 
l'héparanase. Les perspectives de ces travaux sont résumées dans le schéma de la figure 42. 
 Dans le but de valider la séquence peptidique (Peptide 5) dans un modèle cellulaire 
mimant les conditions biochimiques du microenvironnement tumoral, ce peptide devra être 
marqué pour  faciliter le suivi du clivage de la séquence peptidique dans ce milieu hétérogène 
complexe. 
 De plus, la prochaine étape de la conception de l'objet moléculaire consistera en la 
réalisation d'un conjugué stable entre le peptide substrat et les oligosaccharides d'héparines. 
Les liaisons de type N-O glycosidique ou C-N glycosidique, qui ont déjà fait l'objet de 
travaux au sein de notre laboratoire (Bridiau et al., 2009), sont envisagées. Cette étape sera 
suivie d'un travail de validation du glycopeptide au niveau moléculaire en vérifiant, d'une part 
son clivage par les formes actives de la cathepsine D du microenvironnement tumoral et 
d'autre part l'activité anti-héparanase du fragment libéré. Ces travaux précéderont 
l'assemblage final de l'objet moléculaire et sa validation par des tests in vivo sur le petit 
animal (Figure 42). 
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Figure 42: Schéma récapitulatif des principales perspectives du projet de conception de 
l'objet moléculaire
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Aide au ciblage du microenvironnement tumoral par le développement d’un nano-
système de détection et de traitement des tumeurs avec inhibition ciblée de l’héparanase 
Résumé 
Le microenvironnement des cellules tumorales présente plusieurs particularités comme l'hypoxie, l'acidification 
du milieu extracellulaire et l'hypersécrétion d'enzymes hydrolytiques. Ces hydrolases, comme la cathepsine D et 
l'héparanase, interviennent dans les étapes de la progression tumorale et notamment l'angiogenèse. Cette thèse 
s'intègre dans un projet dont la finalité est de concevoir un nano-objet moléculaire enzymo-sensible qui réagirait 
d'une manière spécifique aux enzymes hypersécrétées dans le microenvironnement tumoral pour assurer de façon 
simultanée, une fonction de détection et de ciblage des tumeurs. La première partie de nos travaux a été 
consacrée à la conception et à la validation d'un lien peptidique intégrable dans l'objet moléculaire, sensible aux 
formes de la cathepsine D actives du microenvironnement tumoral de cancers mammaires. Cet objectif a été 
réalisé suite à l'étude cinétique de l'hydrolyse de 5 peptides par la cathepsine D mature et la pro-cathepsine D 
dans les conditions de pH du microenvironnement tumoral. Nous avons également, étudié l'effet de l'hypoxie et 
de l'acidification du milieu extracellulaire sur la sécrétion des formes actives de la cathepsine D par la lignée 
tumorale de cancer mammaire MCF-7. Dans une deuxième partie, nous avons travaillé sur l'élaboration 
d'héparines de bas poids moléculaire pouvant assurer la fonction thérapeutique de l'objet moléculaire grâce à leur 
activité anti-angiogénique. Nous avons mis au point une méthode innovante pour la dépolymérisation de 
l'héparine qui consiste en une hydrolyse radicalaire par le péroxyde d'hydrogène assistée par les ultrasons. Cette 
technique permet la production d'oligosaccharides d'héparines caractérisées par des poids moléculaires et des 
degrés de sulfatation contrôlés. En fonction des conditions de dépolymérisation par cette technique, les héparines 
de bas poids moléculaires produites peuvent être utilisées comme anticoagulant ou anti-angiogénique. 
Mots clé: Microenvironnement tumoral, Héparanase, Cathepsine D, Ciblage thérapeutique, Théranostique, 
Imagerie moléculaire, héparine de bas poids moléculaire, Dépolymérisation radicalaire assistée par les ultrasons 
Tumor microenvironment targeting by the development of a nano-system for the 
detection and treatment of tumors by targeted inhibition of heparanase 
Abstract 
Tumor microenvironment is characterized by several particularities such as hypoxia, extracellular media 
acidification and the hyper-secretion of hydrolytic enzymes. These hydrolases, such as cathepsin D and 
heparanase, are involved in many steps of tumor progression like angiogenesis. This thesis is a part of a project 
that aims to develop a "smart" molecular nano-object that specifically reacts to hyper-secreted enzymes in the 
tumor microenvironment for the simultaneous detection and targeting of tumor. The first part of our work 
concerned the design and the validation of a peptide that is sensitive to active forms of cathepsin D which is a 
protease, unregulated in many tumors microenvironment such as breast cancers. This objective has been 
achieved following the kinetic study of the hydrolysis of 5 peptides by mature cathepsin D and procathepsin D in 
the pH conditions of the tumor microenvironment. On the other hand, we studied the effect of hypoxia and the 
acidification of the extracellular medium on the secretion of active forms of cathepsin D by the breast cancer cell 
line MCF-7. In a second part, we worked on the development of low molecular weight heparins that may provide 
therapeutic function of the molecular object through their anti-angiogenic activity. We have developed an 
innovative method for the depolymerization of heparin that consists on a radical hydrogen peroxide hydrolysis 
assisted by ultrasound. This technique allows the production of heparins oligosaccharides characterized by 
controlled molecular weight and degree of sulfatation. Depending on the depolymerization conditions by this 
technique, the produced low molecular weight heparins can be used as an anticoagulant or anti-angiogenic. 
Keywords: Tumor microenvironment, Heparanase, Cathepsin D, Drug delivery, Theranostic, Molecular 
imaging, heparin, low molecular weight heparin, ultrasonic assisted radical depolymerization 
 
 
